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1. Einleitung 
Schon im ersten Jahrhundert beschrieb Hippokrates eine negative Reaktion auf 
Milch und bereits vor dem 16. Jahrhundert sind Todesfälle durch eine Allergie auf Ei 
und Fisch ausgelöst worden. Heute sind 2-8% aller Säuglinge und zirka 2% der 
Erwachsenen von einer Lebensmittelallergie betroffen. Die Zahl der 
Lebensmittelallergiker hat in den letzten Jahren stark zugenommen, so stieg die Zahl 
an Erdnussallergien in den USA beispielsweise in den letzten Jahren auf das 
Doppelte. Die Ursache hierfür ist jedoch noch weitgehend ungeklärt. [Cianferoni & 
Spergel, 2009] 
 
1.1. Einteilung von Lebensmittelunverträglichkeiten 
Einer Umfrage zufolge denken 25% der US-Amerikaner, dass sie an einer 
Lebensmittelallergie leiden. Tatsächlich ist die Zahl der Allergiker jedoch geringer. 
[Cianferoni & Spergel, 2009] Die Ursache dafür ist, dass die Begriffe 
Lebensmittelallergie und Lebensmittelintoleranz häufig miteinander verwechselt oder 
für jegliche Art von Unverträglichkeit verwendet werden. [Burks & Ballmer-Weber, 
2006] 
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Abbildung 1: Einteilung der Lebensmittelunverträglichkeiten [basierend auf Asero et al., 2007] 
 
Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, werden Lebensmittelunverträglichkeiten in toxische 
und nicht-toxische Reaktionen unterteilt. Toxische Reaktionen treten bei allen 
Personen, die das betreffende Lebensmittel verzehrt haben, auf und sind 
dosisabhängig, während nicht-toxische Reaktionen nur bei Personen auftreten, die 
an einer Allergie oder Intoleranz leiden. Sie sind in den meisten Fällen nicht 
dosisabhängig und treten bei jedem neuerlichen Kontakt mit dem Lebensmittel auf. 
Es gibt zwei Arten der nicht-toxischen Reaktion: Allergie und Intoleranz. [Asero et al., 
2007] 
 
Die Lebensmittelallergie kann wiederum unterteilt werden in die IgE-vermittelten und 
nicht-IgE-vermittelten Reaktionen (IgE – Immunglobulin E, siehe Kapitel 3.1.3.). 
[Asero et al., 2007] Die IgE-vermittelte Reaktion besteht aus einem zweistufigen 
Prozess und läuft sofort nach dem Kontakt mit dem Lebensmittel ab. Beim ersten 
Kontakt mit dem Allergen erfolgt die so genannte Sensibilisierung, welche 
symptomlos abläuft. Dabei werden spezifische Immunglobuline E gegen das Allergen 
gebildet. Bei erneutem Kontakt wird nun das Allergen an den entsprechenden 
Antikörper gebunden. Dieser Antikörper ist an einen Rezeptor der Mastzelle 
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gebunden. Damit die Mastzelle aktiviert wird und Entzündungsmediatoren 
aussendet, müssen die gebundenen Antikörper durch das Antigen miteinander 
verbunden sein (crosslinking). Dadurch kommt es zur allergischen Reaktion. 
[Bredehorst & David, 2001 und EFSA, 2004] Abbildung 2 zeigt den Ablauf des 
zweistufigen Prozesses anhand einer Pollenallergie. 
 
 
Abbildung 2: Entstehung einer Allergie [Janeway & Travers, 1995] 
 
Beim ersten Kontakt wird Interleukin 4 (IL-4) von CD4-T-Helferzellen gebildet. IL-4 
regt B-Zellen zur Produktion von Antikörpern an. Die gebildeten Antikörper binden 
danach über den Rezeptor FceRI an die Mastzellen. Beim erneuten Kontakt kommt 
es zur Bindung des Antigens und, in diesem Fall, zu Heuschnupfen. [Janeway & 
Travers, 1995] Ein Beispiel für eine nicht IgE-vermittelte Reaktion wäre die Typ-IV-
Reaktion, die erst Stunden bis Tage nach dem Kontakt mit dem Allergen einsetzen 
kann. Dabei werden T-Zellen aktiviert, Zytokine zu bilden, welche in der Folge zu 
einer Gewebsschädigung führen können. [Burks & Ballmer-Weber, 2006] 
 
Lebensmittelintoleranzen stellen, neben der Lebensmittelallergie, eine weitere Form 
der nicht-toxischen Lebensmittelunverträglichkeit dar. Die Gründe für eine Intoleranz 
können zB Enzymdefekte, pharmakologisch aktive Substanzen wie Koffein oder 
metabolische Fehlsteuerungen sein. [Cianferoni & Spergel, 2009] 
 
1.1.1. Symptome einer Lebensmittelallergie 
Eine Allergie kann eine Reihe verschiedener Symptome auslösen. Tabelle 1 gibt eine 
Auflistung der betroffenen Organe und bekannter Symptome wieder. [EFSA, 2004] 
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Tabelle 1: Symptome einer Lebensmittelallergie [EFSA, 2004] 
Organ Symptom 
Haut Atopische Dermatitis 
Nesselausschlag 
Angioödem 
Gastrointestinaltrakt Orales Allergiesyndrom 
Kolik, Brechreiz 
Enteropathie 
Blähungen 
Abdominalschmerzen 
Erbrechen 
Diarrhoe 
Obstipation 
Gastro-Ösophagealer Reflux 
Atmungstrakt Asthma 
Rhinitis 
Augen Bindehautentzündung 
Tränende Augen 
Zentrales Nervensystem Kopfschmerzen 
Abnormales Verhalten 
 Anaphylaktischer Schock 
 
1.1.1.1. Haut 
Der durch eine Allergie verursachte Nesselausschlag tritt meist sofort nach der 
Aufnahme des Lebensmittels auf, kann jedoch auch schon innerhalb weniger 
Stunden wieder verblassen. Ein Brennen und Jucken der Haut sind ein Anzeichen für 
dieses Symptom. Die atopische Dermatitis ist eine entzündliche, chronische 
Hautkrankheit, die meist im Kindesalter, bei Erwachsenen eher selten, auftritt. Das 
Lebensmittel Ei ist bei Kindern die Hauptursache für diese Krankheit. Zusammen mit 
Milch, Erdnuss, Soja und Weizen ist Ei für 90% der durch eine Allergie ausgelösten 
atopischen Dermatitis bei Kindern verantwortlich. [EFSA, 2004] 
 
1.1.1.2. Gastrointestinaltrakt 
Symptome im Gastrointestinaltrakt reichen von Brechreiz, über Bauchschmerzen bis 
zu Erkrankungen der Magen- und Darmschleimhaut und treten meist innerhalb von 
zwei Stunden nach Aufnahme auf. Das Allergen muss, um den Gastrointestinaltrakt 
zu erreichen, stabil gegenüber dem Enzym Pepsin sein. Ein häufiges Symptom bei 
Erwachsenen ist das orale Allergiesyndrom (OAS). Es tritt wenige Minuten nach dem 
Kontakt mit dem Lebensmittel auf und betrifft die Mundschleimhaut und den Mund- 
und Rachenraum. Dabei kann es zu Entzündungen und Schwellungen der Lippen, 
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der Zunge, des Rachens, aber auch der Ohren bzw. der Nase kommen. Das 
Symptom tritt vorwiegend bei Allergien gegen frische Früchte und Gemüse auf. 
Allergiker gegen tierische Produkte wie Milch, Ei und Fisch sind von diesem 
Symptom eher selten betroffen. Pollenallergiker sind aufgrund von Kreuzreaktivitäten 
oftmals auch gegen Früchte und Gemüse allergisch und zeigen somit OAS als 
allergisches Symptom. [EFSA, 2004 und Asero et al., 2007] 
 
1.1.1.3. Atmungstrakt 
Bekannte Beschwerden des Atmungstraktes sind ein Anschwellen des Kehlkopfes, 
Schnupfen, ausgelöst durch eine Entzündung der Nasenschleimhaut, und Asthma. 
Bei Letzterem tritt eine Einengung der Luftröhre auf und es kommt zur 
Schleimbildung und zu Entzündungen. Oftmals kann das Symptom nicht einer 
Allergie zugeschrieben werden. Studien haben gezeigt, dass 2-8,5% aller 
betroffenen Asthmatiker Anzeichen für eine Lebensmittelallergie zeigen. [EFSA, 
2004] 
 
1.1.1.4. Anaphylaktischer Schock 
Der anaphylaktische Schock ist die stärkste allergische Reaktion und verläuft meist 
lebensbedrohlich. Es kommt dabei zu einer abrupten, massiven Ausschüttung von 
Entzündungsmediatoren, die auf den gesamten Körper wirken können. Er kann somit 
das Herz-Kreislaufsystem, den Atmungstrakt, den Mund- und Rachenbereich und die 
Haut betreffen und tritt bereits wenige Minuten oder gar Sekunden nach Aufnahme 
des Allergens auf. [Asero et al., 2007] Anzeichen für einen anaphylaktischen Schock 
können ein Nesselausschlag der Haut sowie ein Brennen und Jucken der Lippen und 
des Rachens sein. Außerdem können Symptome wie Husten, Atemnot und 
Probleme beim Sprechen auftreten. Im schlimmsten Fall kommt es zu einem Herz-
Kreislauf-Kollaps, zu Herzrhythmusstörungen und zum Herzstillstand. Personen mit 
einer Erdnuss- oder Nussallergie sind besonders gefährdet. [EFSA, 2004] 
 
Äußere Einflüsse wie körperliche Anstrengung, Alkohol, nichtsteroidale 
Antirheumatika und kalte Getränke können die Stärke der allergischen Reaktion 
beeinflussen. [EFSA, 2004] 
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1.1.2. Epidemiologie 
Die Zahl der Allergiker hat, wie in Kapitel 1 beschrieben, in den letzten Jahren stark 
zugenommen. Die Ursachen dafür sind nicht bekannt. Da die Zahl jedoch in sehr 
kurzer Zeit stark angestiegen ist, nimmt man an, dass Umweltfaktoren einen 
größeren Einfluss besitzen als genetische Parameter. Einflüsse wie die Zubereitung 
des Lebensmittels, die vermehrte Aufnahme von Antazida (Medikamente zur 
Neutralisation überschüssiger Magensäure) und die Verwendung von Arzneicremen, 
die Allergene enthalten, scheinen eine große Rolle zu spielen. [Cianferoni & Spergel, 
2009] 
 
Die Zahl der Kinder, die an einer Allergie leiden, ist höher als die Zahl der 
betroffenen Erwachsenen. Kinder leiden meist an einer Allergie gegen Kuhmilch, Ei, 
Erdnuss, Fisch oder Nüssen, der sie jedoch in vielen Fällen „entwachsen“ können. 
[EFSA, 2004] Ein Großteil der Kinder mit einer nicht-IgE-vermittelten Allergie gegen 
Milch „verliert“ diese bis zum 3. Lebensjahr. Kinder mit einer IgE-vermittelten Allergie 
gegen Kuhmilch hingegen behalten diese in den meisten Fällen, und viele Betroffene 
entwickeln im Laufe ihres Lebens eine weitere Lebensmittelallergie. [Host et al., 
2002] Allergien gegen Erdnuss, Sesam und Nüsse sind sehr oft persistent. Nur etwa 
20% der Erdnuss- und Sesamallergiker und nur zirka 10% der Nussallergiker 
„verlieren“ im Laufe ihres Wachstums ihre Allergie. [Skolnick et al., 2001; Agne et al., 
2004 und Fleischer et al., 2005] Das spätere Einführen bestimmter Lebensmittel in 
die Ernährung von Kindern steigert das Risiko, eine Allergie gegen diese 
Lebensmittel zu bekommen. [Cianferoni & Spergel, 2009] 
 
Lebensmittelallergien beim Erwachsenen richten sich zum Großteil, in etwa 50%, 
gegen verschiedenste Früchte wie Bananen, Kiwi, Äpfel, Birnen, Pflaumen, gegen 
Gemüse der Familie Apiaceae (Beispiele sind Karotten und Sellerie) und gegen 
Nüsse und Erdnüsse. [EFSA, 2004] Zu erwähnen ist das Phänomen der 
Kreuzallergie. Es wurde festgestellt, dass in Zentral- und Nordeuropa zirka 75% aller 
Birkenpollenallergiker auch eine Lebensmittelallergie besitzen. Diese Allergien 
werden zumeist durch Früchte der Familie Rosaceae (Apfel, Birne, Kirsche,…), Kiwi, 
verschiedenste Gemüsesorten oder Nüsse hervorgerufen. Der Grund dafür sind die 
Homologien der Pollen- und Lebensmittelproteine, weshalb der Antikörper die 
Proteine nicht unterscheiden kann und darum auch andere, ähnliche Proteine bindet. 
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Bet v 1, das Hauptallergen der Birkenpolle, zeigt beispielsweise große Homologien 
zu Allergenen der genannten Lebensmittel. Doch auch andere Allergene der Birke 
tragen zur Kreuzreaktivität bei. Beispiele sind Profilin, Bet v 6 und Bet v 8. [Burks & 
Ballmer-Weber, 2006] Es wurde beobachtet, dass im Norden Europas ein großer 
Zusammenhang zwischen Haselnuss- und Birkenpollenallergien besteht. Personen, 
die an einer Pollenallergie leiden, bekommen oftmals eine Allergie gegen 
Haselnüsse. Im Süden Europas hingegen ist dies nicht der Fall. Birkenpollenallergien 
sind in dieser Region selten, da das Birkenvorkommen beschränkt ist, und so stellt 
eine Allergie gegen Haselnüsse meist die erste und einzige Allergie dar. [EFSA, 
2004] 
 
Eine Kreuzallergie kann auch zwischen Lebensmitteln auftreten. So sind Betroffene 
oftmals gegen eine ganze Familie an Früchten allergisch. Doch solche 
Kreuzallergien treten nicht immer auf. Erdnüsse und Soja beispielsweise gehören 
beide zur Familie der Leguminosen, eine Kreuzreaktivität zwischen ihnen tritt bei 
Kindern beispielsweise jedoch selten auf. [Bernhisel-Broadbenet & Sampson, 1989] 
 
Die Lebensmittel, gegen die es Allergien gibt, können von Land zu Land sehr 
unterschiedlich sein. Dies hängt zum Großteil von der Ernährung der Bevölkerung 
ab. Das Risiko, gegen ein bestimmtes Lebensmittel sensibilisiert zu werden, steigt 
mit dem Konsum. In England, den USA und Skandinavien beispielsweise gibt es 
häufig Allergien gegen Erdnüsse und Nüsse, während in Frankreich Eier und 
Meeresfrüchte die Hauptauslöser eines anaphylaktischen Schocks sind. In der 
Schweiz wiederum spielt Sellerie eine große Rolle (aufgrund der Homologie von 
Sellerieallergenen mit Pollenallergenen). Eine Allergie gegen Pfirsiche tritt 
vorwiegend in Ländern wie Spanien, Portugal und Italien auf, in denen viel Pfirsich 
konsumiert wird. [Burks & Ballmer-Weber, 2006 und EFSA, 2004] 
 
1.1.3. Diagnose 
Um eine Lebensmittelallergie zu diagnostizieren, gibt es viele Möglichkeiten. Die 
Patientengeschichte kann dabei sehr hilfreich sein. Zu beachten ist jedoch, dass eine 
Lebensmittelallergie oft mit anderen Krankheiten verwechselt wird und nicht so 
häufig vorkommt wie angenommen. Hilfreich können folgende Fragen sein: 
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 Ist die Reaktion reproduzierbar? Tritt sie bei jedem neuerlichen Kontakt mit 
dem Lebensmittel auf? 
 Wie groß ist das Zeitfenster zwischen Aufnahme und Reaktion? IgE-
vermittelte Allergien treten sehr bald nach der Aufnahme auf, nicht so die 
nicht-IgE-vermittelte Allergie. 
Versteckte Allergene [siehe Kapitel 1.1.8.] können die Diagnose erschweren. 
[Cianferoni & Spergel, 2009] 
 
In der medizinischen Diagnostik finden vorwiegend folgende Methoden Anwendung. 
 
1.1.3.1. Hautpricktest  
Der Hautpricktest (skin prick test – SPT) wird oft verwendet, um Patienten auf eine 
IgE-vermittelte Allergie zu testen. Dabei werden sowohl die zu testende Substanz als 
auch eine Positiv- (Histamin) und eine Negativ-Kontrolle (Salz) mit einer Lanzette in 
die Haut punktiert. Als positiv gilt eine Reaktion dann, wenn die Rötung 3 mm größer 
ist als bei der Negativ-Kontrolle. Obwohl die Fehlerwahrscheinlichkeit bei einem 
Positivergebnis sehr hoch ist, liefert der Test trotzdem verwertbare Ergebnisse, da 
falsch-negative Ergebnisse sehr selten sind. [Burks & Ballmer-Weber, 2006] 
 
1.1.3.2. In-vitro-Methoden 
Bei den verschiedensten in-vitro-Methoden wird nicht die Reaktion der betroffenen 
Person auf das Lebensmittelallergen untersucht, sondern es wird das spezifische IgE 
im Serum dieser Person identifiziert. Die klinische Diagnostik nutzt dafür 
verschiedenste Assay-Formate. Gemeinsam haben alle Assays, dass der Antikörper 
mit Hilfe des Allergens nachgewiesen und detektiert wird. [Asero et al., 2007] 
 
1.1.3.3. Double-blind placebo-controlled food-challenge 
Eine sehr wertvolle Methode, eine Diagnose zu erstellen, bietet die „double-blind 
placebo-controlled food-challenge” (DBPCFC). Sie wird oftmals bei Patienten 
angewandt, die an einem chronischen Leiden wie der atopischen Dermatitis erkrankt 
und gegen mehrere Lebensmittel allergisch sind. Dem Patienten wird dabei, unter 
ärztlicher Aufsicht, das Lebensmittel bzw. ein Placebo verabreicht. Das Lebensmittel 
wird in ein anderes, toleriertes Lebensmittel eingearbeitet. In einem Abstand von 15-
60 min wird die Dosis dabei kontinuierlich erhöht, bis erste Symptome auftreten bzw. 
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bis, unter Einnahme einer normalgroßen Menge, keine Symptome auftreten. [Asero 
et al., 2007] 
 
1.1.4. Therapie 
Noch wurde keine wirksame Therapie für Lebensmittelallergien gefunden. Die 
einzige Möglichkeit, Reaktionen zu verhindern, besteht darin, das Lebensmittel in der 
Ernährung zu vermeiden. Die Verwendung von Anti-IgE-Antikörpern in Kombination 
mit einer Immuntherapie könnte in Zukunft von Bedeutung sein. Zur Behandlung 
einer akuten allergischen Reaktion eignen sich Antihistaminika, Corticosteroide und, 
im Falle lebensbedrohender Symptome, Epinephrin. [Ortolani & Pastorello, 2006] 
 
1.1.5. Charakterisierung allergener Proteine 
Ein Lebensmittel enthält eine Vielzahl verschiedener Proteine, doch nur ein Bruchteil 
davon besitzt ein allergenes Potential. Diese Proteine können sich in ihrem 
allergenen Potential stark unterscheiden. Es gibt Hauptallergene, gegen diese sind 
mehr als 50% der Betroffenen sensibilisiert, und Allergene mit einer geringeren 
Allergenität. Ein Allergen ist in den meisten Fällen ein körperfremdes, 
wasserlösliches Protein, dessen Molekulargewicht zwischen 10 und 70 kDa liegt. 
Noch ist wenig bekannt über die Faktoren, die entscheidend sind, damit ein Protein 
als Allergen fungiert. Eine Glykosilierung scheint keine Voraussetzung für die 
Allergenität zu sein. Es wurden unter den Lipocalinen beispielsweise tierische 
Allergene entdeckt, die nicht glykosiliert sind. [Bredehorst & David, 2001] Die meisten 
bekannten Allergene besitzen eine Schutz- bzw. Speicherfunktion. [EFSA, 2004] 
Außerdem spielen das Vorhandensein in der Ernährung über einen längeren 
Zeitraum und die Stabilität des Proteins gegenüber der Zubereitung und gegenüber 
Peptidasen eine große Rolle. Auch der Aufbau des Epitops [siehe Kapitel 3.1.2.] 
beeinflusst die Allergenität. So hängt die Effektivität der Bindung bei vielen 
Allergenen von der dreidimensionalen Struktur ab. Aber auch kontinuierliche Epitope 
spielen bei der Bindung an den Antikörper in vielen Fällen eine Rolle. Ein Beispiel 
sind die Epitope der beiden Hauptallergene der Erdnuss, Ara h 1 und Ara h 2, die 
beide kontinuierlich aufgebaut sind. [Bredehorst & David, 2001] 
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Man weiß heute, dass der Aufbau und die dreidimensionale Struktur wichtige 
Faktoren für das allergene Potential verschiedenster Proteine sind. Dennoch war 
eine Identifikation einer bestimmten Aminosäuresequenz bzw. Tertiärstruktur noch 
nicht möglich. [Bredehorst & David, 2001] 
 
1.1.6. Schwellendosis 
Die Schwellendosis ist jener Wert, der zwischen NOAEL (No Observed Adverse 
Effect Level – die höchste Dosis, die keine Reaktion hervorruft) und LOAEL (Lowest 
Observed Adverse Effect Level – die niedrigste Dosis, die eine Reaktion hervorruft) 
liegt. Sie ist schwer zu ermitteln, da der Wert von Person zu Person stark 
unterschiedlich sein kann. Schwellenwerte für Erdnuss reichen beispielsweise von 
0,5 mg bis 10 g. Die Schwellendosis einer Person kann sich außerdem im Laufe des 
Lebens ändern. [Taylor et al., 2009a und b] Das Ermitteln der Schwellendosis wäre 
nicht nur für den Konsumenten eine Hilfe, sondern auch für die Industrie. So müsste 
der Konsument nicht auf jedes Produkt verzichten, das eventuell kleinste Spuren des 
betreffenden Lebensmittels enthält und die Industrie könnte auf teure Kontrollen 
verzichten, um sichere Produkte zu produzieren. [Crevel et al., 2008] Fest steht, dass 
eine minimale Dosis für eine sensibilisierte Person kein Risiko darstellt. Doch welche 
Personen sind nun gefährdet und wie hoch ist die minimale Dosis? Daten für die 
Ermittlung der Schwellendosis erhält man durch klinische Studien, wie der DBPCFC. 
Tierexperimente liefern keine quantitative Information, um auf Schwellenwerte beim 
Mensch schließen zu können, da die Verabreichung nicht oral erfolgt (zB 
intraperitoneal) und meist Adjuvantien eingesetzt werden. [Taylor et al., 2009b] 
DBPCFC liefern heute verwertbare Daten, um Informationen über Schwellenwerte zu 
erhalten. Früher wurde bei solchen Studien oftmals zuwenig Information über die Art 
der Verabreichung, die Art des Proteins, die Matrix und die Beeinflussungen durch 
Umweltfaktoren (Stress, Anstrengung) angegeben. Die Entwicklung eines klinischen 
Protokolls half jedoch, die Studien einheitlicher durchzuführen. Als Beispiel werden 
nun Faktoren wie die Dosis am Beginn, Zeitintervall zwischen der Verabreichung, 
Matrix (es müssen Geschmack, Geruch und Textur der zu testenden Substanz 
überdeckt werden), individueller Schwellenwert (Patienten mit starken allergischen 
Reaktionen haben meist einen signifikant niedrigeren Schwellenwert als Personen 
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mit milden Symptomen) und die Art der Zubereitung des Lebensmittels 
berücksichtigt. [Crevel et al., 2008] 
 
Eine andere Methode, Schwellenwerte zu ermitteln, ist das „Key Events Dose-
Response Framework“. Das Ziel besteht darin, biologische Schlüsselpunkte zu 
finden, welche einer Dosis-Wirkungs-Beziehung unterliegen. Es existieren für jede 
biologische Substanz, jede Chemikalie und jedes Allergen wichtige Punkte und 
Mechanismen, die die Auswirkung auf den Körper bestimmen. Kennt man nun die 
Auswirkung jedes einzelnen Faktors, lässt sich auf die gesamte Wirkung schließen. 
[Taylor et al., 2009b] 
 
1.1.7. Lebensmittelkennzeichnung 
Um den Schutz des Konsumenten und dessen Recht auf Information zu 
gewährleisten, erstellte die Europäische Union die Richtlinie 2000/13/EG, welche die 
Kennzeichnung von Lebensmitteln regelte. Abgelöst wurde diese Richtlinie durch 
Inkrafttreten der Richtlinie 2003/89/EG, welche im Anhang IIIa eine Auflistung 
allergener Lebensmittel enthält. Diese Richtlinie besagt, dass alle allergenen 
Zutaten, die zur Produktion verwendet werden und im Endprodukt enthalten sind, 
deklariert sein müssen. Diese Kennzeichnung gilt auch für Bestandteile einer Zutat, 
für Zusatzstoffe, oder Bestandteile eines Zusatzstoffes, für Aromen, Lösungsmittel, 
technologische Hilfsstoffe und für Trägerstoffe. [van Hengel, 2007] Mit der Richtlinie 
2007/68/EG wurde die Liste der anzuführenden Stoffe erweitert und besteht nun aus 
folgenden 14 Lebensmitteln [Richtlinie 2007/68/EG]: 
 
 Glutenhaltige Getreide (d.h. Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Dinkel, Kamut oder 
deren Hybridstämme) (1) 
 Krebstiere (1) 
 Eier (1) 
 Fisch (1) 
 Erdnüsse (1) 
 Sojabohnen (1) 
 Milch (einschließlich Laktose) (1) 
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 Schalenfrüchte, (d.h. Mandeln, Haselnüsse, Walnüsse, Kaschunüsse, 
Pekannüsse, Paranüsse, Pistazien, Makadamianüsse und  
Queenslandnüsse) (1) 
 Sellerie (1) 
 Senf (1) 
 Sesamsamen (1) 
 Schwefeldioxid und Sulphite in Konzentrationen von mehr als 10 mg/kg oder 10 
mg/l 
 Lupinen (1) 
 Weichtiere (1) 
(1) und daraus gewonnene Erzeugnisse  
 
1.1.8. Problematik versteckter Allergene 
Allergiker wissen im Normalfall von ihrer Krankheit und vermeiden deshalb das 
betreffende Lebensmittel in ihrer Ernährung. Die so genannten versteckten Allergene 
stellen hier jedoch ein Problem dar. Es handelt sich um nicht deklarierte Allergene, 
die meist durch den Herstellungs- oder Verarbeitungsprozess in das Lebensmittel 
gelangen. Da ein Lebensmittel eine komplexe Matrix darstellt, ist es dem Hersteller 
oftmals nicht möglich, das Allergen im Endprodukt nachzuweisen und auch der 
Konsument kann die mögliche Gefahr optisch nicht erkennen. [Rudy & Dreusch, 
2009] Viele Hersteller deklarieren deshalb eine mögliche Kontamination vorsorglich 
mit: „Kann Spuren von … enthalten“ bzw. mit „In unserem Betrieb wird auch … 
verarbeitet“, um mögliche Gefahren für den Konsumenten offensichtlich zu machen. 
Es gibt jedoch keine gesetzliche Grundlage, die diese vorsorgliche Kennzeichnung 
regelt, weshalb sie in sehr vielen Fällen verwendet wird. Der Grund für die 
Einführung dieser Art der Kennzeichnung waren Ausnahmefälle, zB wenn eine 
Kontamination unvermeidlich war. Der häufige Gebrauch der Deklaration führte 
jedoch dazu, dass Konsumenten in ihrer Produktauswahl sehr eingeschränkt sind 
und die Gefahr oftmals nicht ernst nehmen. [van Hengel, 2007] 
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1.1.9. Einfluss der Verarbeitung 
Der Einfluss der Verarbeitung spielt in Bezug auf die Allergenität eine große Rolle, da 
die meisten Lebensmittel in der heutigen Zeit nicht mehr roh, sondern in irgendeiner 
Form verarbeitet, verzehrt werden. Durch den Verarbeitungsprozess kommt es im 
Lebensmittel zu Veränderungen, sodass die Allergenität sinken, steigen, konstant 
bleiben oder gänzlich verschwinden kann. Die Veränderung der Proteine durch die 
Verarbeitung folgt keinen Regeln, sie kann von Allergen zu Allergen sehr 
unterschiedlich sein. Durch eine thermische Behandlung, die meistgenutzte Art der 
Verarbeitung, kann es zu einer Veränderung der Proteinstruktur kommen. Beispiele 
sind Entfaltung, Verlust der Tertiär- und Sekundärstruktur, Spaltung von 
Disulfidbrücken, Formen neuer intra-/intermolekularer Wechselwirkungen oder 
chemische Modifikationen. Aber auch eine mechanische Behandlung kann die 
Stabilität eines Proteins beeinflussen. [Sathe & Sharma, 2009 und Wal, 2003] Ein 
Beispiel für prozesslabile Proteine sind Allergene der Familie Bet v 1, die in Früchten 
und Gemüse vorkommen. Diese verlieren durch Kochen ihre Allergenität. [Mills et al., 
2009] Die Allergenität der Erdnuss hingegen kann, wenn sie geröstet wird, steigen. 
Die Ursache dafür ist wahrscheinlich die Maillard-Reaktion, wodurch das allergene 
Potential der Hauptallergene Ara h 1 und Ara h 2 gesteigert wird. Außerdem sind sie 
relativ resistent gegenüber Hitzeeinwirkung und einem proteolytischen Verdau. 
[Maleki et al., 2000] Das Kochen und Frittieren der Erdnuss hingegen zeigt ein 
anderes Ergebnis. Die Allergenität ist in diesem Fall, im Vergleich zu gerösteten 
Erdnüssen, niedriger. [Beyer et al., 2001] Die Lebensmittelmatrix kann ein wichtiger 
Faktor für die Bioverfügbarkeit sein. Eine fettreiche Matrix beispielsweise kann das 
Freisetzen des Allergens beeinflussen. [Grimshaw et al., 2003] 
 
Bei der Untersuchung des Einflusses der Verarbeitung auf die Allergenität ist zu 
beachten, dass die Art der Verarbeitung vom Lebensmittel und vom Konsumenten 
abhängt und von Land zu Land sehr unterschiedlich sein kann. So werden Nüsse 
beispielsweise nicht fermentiert, weshalb die Untersuchung der Allergenität 
fermentierter Nüsse nicht sinnvoll wäre. Erdnüsse werden in China meist gekocht, 
während sie in den USA und Europa gerne geröstet und gesalzen verzehrt werden. 
Diese Tatsache erklärt die hohe Zahl an Erdnussallergikern in den USA im Vergleich 
zu China. [Sathe & Sharma, 2009] 
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1.2. Lupine 
1.2.1. Allgemeines 
Die Lupine gehört zur Unterfamilie der Schmetterlingsblütler, welche zur Familie der 
Leguminosen zählt und ist somit unter anderem mit der Erdnuss und der Sojabohne 
verwandt. Sie kommt sowohl wild als auch als Kulturpflanze vor. [BfR, 2005] Ihr 
Alkaloidgehalt ist normalerweise sehr hoch, was sie bitter und giftig macht. 1929 
wurden jedoch eine gelbe und zwei blaue Spezies entdeckt, deren Alkaloidgehalt 
unter 0,05% lag und durch selektive Züchtung gelang es, die Süßlupine zu erhalten, 
die heute als Nahrungs- und Futtermittel verwendet wird. Der Anbau der Süßlupine 
erfolgt heute vorwiegend in Australien und Frankreich, wobei es sich um die Spezies 
Lupinus albus (weiße Lupine), Lupinus luteus (gelbe Lupine) und Lupinus 
angustifolius (blaue Lupine) handelt. [Jappe & Vieths, 2010] 
 
Die Lupine ist als Nahrungsmittel schon seit der Antike bekannt und gewinnt in 
Europa, aufgrund ihres hohen Nährstoffgehalts, immer mehr an Bedeutung. Sie dient 
als Proteinquelle und ersetzt immer häufiger genetisch veränderten Soja und 
tierische Eiweißquellen. Der Proteingehalt liegt zwischen 39 und 45% und sie enthält 
essentielle Aminosäuren wie Lysin, Leucin und Threonin. [EFSA, 2005] Außerdem 
gibt es Anzeichen für eine präventive Wirkung der Lupine auf Diabetes, Adipositas 
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Lupine enthält weder Laktose noch Gluten und 
stellt somit eine Alternative für Zöliakiepatienten und Menschen mit einer 
Laktoseintoleranz dar. Doch nicht nur ihr Nährstoffgehalt, auch ihre funktionellen 
Eigenschaften machen sie für die Industrie immer interessanter. Das Lupinenmehl 
beispielsweise hat ausgezeichnete emulgierende Eigenschaften und eine hohe 
Wasserbindungskapazität, was für Bäckerei- und Süßwarenprodukte sehr vorteilhaft 
ist. So finden Mischungen mit Weizenmehl bereits große Anwendung in der 
Herstellung von Pizza, Nudeln und Keksen. [Jappe & Vieths, 2010] Das 
Verschneiden mit Weizenmehl führt jedoch oft dazu, dass Lupine nicht auf der 
Verpackung deklariert wird und somit für den Konsumenten „unsichtbar“ bleibt.  
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1.2.2. Lupineallergie 
Die Lupine hat jedoch nicht nur positive Eigenschaften, so sind ihr allergenes 
Potential und die Kreuzallergie mit Erdnuss große Nachteile. In Regionen, wo die 
Lupine erst vor einigen Jahren in die Ernährung eingeführt wurde, stellt sie ein 
neuartiges, allergenes Lebensmittel dar. Der erste dokumentierte Fall einer 
allergischen Reaktion trat bei einem 5-jährigen Kind mit einer bereits bestehenden 
Erdnussallergie auf. Nach Konsumation von lupinenmehlhaltigen Nudeln bekam es 
einen Nesselausschlag. Seit damals stieg die Zahl der Allergiker weltweit auf 151 
und es sind auch Fälle bekannt, in denen eine allergische Reaktion durch 
respiratorische Aufnahme ausgelöst wurde. [Jappe & Vieths, 2010] Eine Studie von 
Crespo et al. (2001) zeigt, dass auch eine Sensibilisierung gegenüber Lupine durch 
Inhalation wahrscheinlich ist. So traten bei drei von sieben Personen nach Inhalation 
von Lupinenmehl Symptome einer allergischen Reaktion auf und auch ein SPT führte 
bei diesen Personen zu einem positiven Ergebnis. [Crespo et al., 2001] Eine 
Sensibilisierung durch andere Leguminosen, wie Erdnuss, ist ebenfalls sehr 
wahrscheinlich. Bis jetzt sind 23 Fälle bekannt, in denen Erdnussallergiker beim 
Kontakt mit lupinenhaltigen Produkten allergisch reagierten. [Jappe & Vieths, 2010] 
Bekannte Kreuzallergien der Lupine gibt es zu Leguminosen wie Erdnuss, 
Sojabohnen, Linsen, Bohnen, Kichererbsen und Erbsen. Eine Studie zeigt 
beispielsweise, dass 82% aller erdnusssensibilisierten Personen auch gegen Lupine 
sensibilisiert sind. [Peeters et al., 2009] Ein SPT, durchgeführt von Moneret-Vautrin 
(1999), hingegen ergab, dass 44% der untersuchten Patienten mit einer 
Erdnussallergie auch eine positive Reaktion auf Lupine zeigten. [Moneret-Vautrin et 
al., 1999]. Die Ergebnisse variieren, da sich die Art der Studien stark unterscheidet. 
Was aber feststeht ist, dass eine klinisch signifikante Kreuzallergie zwischen Erdnuss 
und Lupine besteht, während eine Kreuzallergie zu anderen Vertretern der 
Leguminosen nicht so häufig ist. [Jappe & Vieths, 2010]  
 
Die Symptome der Lupinenallergie reichen von Asthma, OAS, Nesselausschlag, 
Rhinitis bis zum anaphylaktischen Schock. [Smith et al., 2004] Eine Schwellendosis 
konnte, aufgrund zu weniger Daten, noch nicht ermittelt werden. Eine allergische 
Reaktion konnte bei Kindern jedoch bereits bei einer Dosis zwischen 265 und 1000 
mg Lupinenmehl beobachtet werden. [EFSA, 2005] 
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1.2.3. Lupineallergene 
Die Allergene der Lupine sind die Speicherproteine a-, b-, g- und d- Conglutin. 
Das Protein b-Conglutin der Spezies Lupinus angustifolius wurde 2008 von der IUIS 
(International Union of Immunological Societies) zum Allergen Lup an 1 ernannt. Es 
handelt sich um ein 7 S Globulin. [Jappe und Vieths, 2010] Holden et al. zeigten 
2008 mit Hilfe des Immunoblots und eines ELISAs, dass a-Conglutin eine hohe 
Bindungsaffinität zu IgE von lupinesensibilisierten Patienten hat. [Holden et al., 2008]  
 
Die Kreuzallergie zwischen Erdnuss und Lupine kann durch große Homologien in der 
Aminosäuresequenz und der Struktur ihrer Proteine erklärt werden. Das 
Erdnussallergen Ara h 8 und Lupineallergene der Familie PR-10 weisen 
beispielsweise hohe Ähnlichkeit auf. Ein anderes Beispiel wären das Hauptallergen  
der Erdnuss, Ara h 1, und der Vorläufer von Lup an 1, welche eine hohe Homologie 
in der Aminsäuresequenz besitzen. [Guarneri et al., 2005] 
 
1.2.4. Einfluss der Verarbeitung 
Die Allergene der Lupinesamen sind sehr hitzestabil. So zeigen Versuche, 
durchgeführt mittels SDS-PAGE und Immunoblot, dass weder Kochen, Extrudieren 
noch eine Behandlung durch Mikrowellen eine Reduktion der IgE-Bindung 
hervorrufen. Einzig das Autoklavieren der Lupinesamen bei 138 °C für 20 min führte 
zu einer Beeinträchtigung der Bindung. [Alvarez-Alvarez et al., 2005] Eine 
italienische Arbeitsgruppe untersuchte 2010 die Auswirkungen thermischer und 
mechanischer Behandlung auf das Proteinprofil der Spezies Lupinus angustifolius. 
Die mechanische Behandlung mittels Ultraturrax bzw. Homogenisator zeigte keine 
Auswirkung auf das Proteinprofil, während eine drastische thermische Behandlung 
(30 min bei 200 °C) eine irreversible Denaturierung einiger Proteine zur Folge hatte. 
Doch selbst unter den drastischsten Bedingungen blieben einige Peptide von b- und 
d- Conglutin intakt, wodurch ein allergenes Potential nicht ausgeschlossen werden 
kann. [Sirtori et al., 2010] Doch nicht nur eine Hitzebehandlung kann das allergene 
Potential beeinflussen. Wie in Kapitel 1.1.9. beschrieben, kann auch die 
Lebensmittelmatrix eine Rolle spielen. So stellten beispielsweise Holden et al. (2005) 
fest, dass das Serum eines Lupineallergikers eine höhere Bindungsaffinität zu 
  Einleitung 
 17 
Allergenen besitzt, die aus rohem Lupinenmehl extrahiert wurden, als zu jenen, die 
aus kommerziell erhältlichen Lupineprodukten gewonnen wurden. Man geht davon 
aus, dass hier sowohl die Matrix als auch die Verarbeitung einen Einfluss auf die 
Allergenität haben. [Holden et al., 2005]  
 
1.3. Ausgewählte Methoden zur Detektion von Allergenen  
1.3.1. Anforderungen an eine Methode 
Lebensmittelallergien gewinnen immer mehr an Bedeutung, weshalb spezifische 
Methoden zur Detektion von Allergenen immer wichtiger werden. Diese Methoden 
müssen eine niedrige Nachweisgrenze aufweisen, um auch eventuelle kleinste 
Mengen einer Kontamination zu detektieren. Die Nachweisgrenze immunologischer 
Methoden sollte zwischen 1 und 100 ppm (µg/g) Protein liegen. Die Methoden 
müssen spezifisch, reproduzierbar und robust sein, um eine Detektion in der 
Lebensmittelmatrix zu gewährleisten. Außerdem sollten sie schnell und einfach 
durchführbar sein. [Monaci & Visconti, 2010; Kirsch et al., 2009 und Krska et al., 
2004] 
 
1.3.2. Enzyme-linked immunosorbent assay 
Die hohe Spezifität des Antikörpers und die niedrige Nachweisgrenze machen den 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) zur Methode der Wahl. Das Prinzip 
basiert bei allen Formen des ELISAs auf der Antikörper-Antigen-Wechselwirkung. 
[Krska et al., 2004] Die Verwendung von Antikörpern hat außerdem den Vorteil, dass 
man sie gegen fast jeden Analyten herstellen kann und dass die Antigen-Antikörper-
Bindung sehr stark ist. [Davies, 2005] Man kann mit diesen immunologischen 
Methoden sowohl das Lebensmittel selbst nachweisen (Protein-Assay durch 
polyklonale Antikörper) als auch ein spezifisches Allergen (Allergen-Assay durch 
monoklonale Antikörper). [Krska et al., 2004] Doch der ELISA hat auch Nachteile. So 
besteht die Möglichkeit eines falsch-positiven Ergebnisses aufgrund von 
Matrixeffekten. In manchen Fällen kann der Antikörper auch nicht zwischen 
ähnlichen Epitopen unterscheiden und so kommt es zu Kreuzreaktivitäten. Falsch-
negative Ergebnisse können entstehen, wenn das Protein beispielsweise nicht aus 
der Matrix extrahiert werden kann oder wenn es zB hydrolysiert oder modifiziert 
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vorliegt und somit keine Bindung mehr mit dem Antikörper eingehen kann. Eine 
Modifikation schließt jedoch die Möglichkeit einer allergischen Reaktion nicht aus. 
[Taylor et al., 2009c] 
 
Zwei Formate des ELISAs sind in der Anwendung üblich: 
 
 Kompetitiver Assay: 
Es gibt zwei Möglichkeiten, wie ein kompetitiver Enzymimmunoassay 
aufgebaut sein kann. Einerseits kann das Antigen, anderseits der Antikörper  
an der Festphase immobilisiert sein. Ist das Antigen immobilisiert, werden im 
nächsten Schritt der spezifische Antikörper (im Unterschuss) und der Analyt 
(Antigen extrahiert aus der Probe) gleichzeitig zugegeben. Nun kommt es zu 
einer Konkurrenzreaktion zwischen gebundenem und freiem Antigen. Je mehr 
Analyt sich in der Lösung befindet, desto niedriger ist die Konzentration an 
immobilisiertem Antigen, das gebunden an einen Antikörper vorliegt und desto 
niedriger ist das Signal. Das Ergebnis ist somit umgekehrt proportional zur 
Konzentration des Analyten in der Lösung. 
 
Im anderen Fall wird der Antikörper immobilisiert und es konkurriert der Analyt 
mit einem enzymmarkierten Antigen um die Bindung an dem Antikörper. Das 
Signal ist auch hier indirekt proportional zur Konzentration des Analyten. 
[Schubert-Ullrich et al., 2009] 
 
 Sandwich-Enzymimmunoassay 
Hier wird das Antigen (Analyt) an den spezifischen, immobilisierten Antikörper 
gebunden und nach Entfernen von ungebundenen Matrixkomponenten wird 
ein zweiter Antikörper zugegeben. Dieser Antikörper ist ebenfalls antigen-
spezifisch und somit kommt es zur Bildung eines Sandwichs. Das Signal ist 
direkt proportional zur Analytkonzentration. [Aigner & Neumann, 1997] 
 
1.3.3. Immunoblot  
Mittels Immunoblot (Western-Blot) können Allergene detektiert und identifiziert 
werden. Die Nachweisgrenze liegt ungefähr bei 5 ppm. Der Western-Blot ist eine 
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Standardmethode, bei der Proteine erst mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese getrennt und danach auf eine Nitrocellulosemembran transferiert 
werden.  
 
Die Proteine werden im ersten Schritt denaturiert und erhalten durch 
Natriumdodecylsulfat (SDS) eine negative Ladung, wodurch sich ein konstantes 
Masse zu Ladungsverhältnis ergibt. Die Auftrennung durch die Gelelektrophorese 
erfolgt in Abhängigkeit von der Molekularmasse. Der Transfer auf die 
Nitrocellulosemembran erfolgt meist in einem elektrischen Feld. Das Gel und die 
Membran werden dabei zwischen Anoden- und Kathodenplatte fixiert. Durch Anlegen 
eines Feldes wandern die Proteine nun aus dem Gel und werden an der Membran 
adsorbiert. Danach erfolgt die Detektion mit Hilfe spezifischer Antikörper. Die 
Membran wird dazu mit einer Blocklösung abgesättigt und danach mit dem antigen-
spezifischen Antikörper inkubiert. Der Nachweis kann durch eine enzymkatalysierte 
Reaktion erfolgen. [Poms et al., 2004 und Aigner & Neumann, 1997] 
 
1.3.4. Polymerase-Kettenreaktion 
Bei dieser DNA-basierenden Methode wird nicht ein (allergenes) Protein direkt 
nachgewiesen, sondern ein Segment des Gens, welches für das Protein kodiert. 
[Monaci & Visconti, 2010] Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase 
chain reaction – PCR) besteht darin, mit Hilfe von Primern und dem Enzym 
Polymerase einzelsträngige DNA zu amplifizieren. Die Vervielfältigung verläuft 
annähernd exponentiell und besteht im Wesentlichen aus drei Schritten, die alle ein 
anderes Temperaturoptimum aufweisen: Denaturierung der doppelsträngigen DNA, 
Annealing der Primer und Elongation. Im ersten Schritt wird die DNA in zwei 
Einzelstränge gespalten, damit sich danach die Primer anlagern können. Primer sind 
Nukleinsäurefragmente, die zu einem kurzen Bereich des Templats komplementär 
sind. Im dritten Schritt wird der durch die Primer „markierte“ DNA-Abschnitt mittels 
Polymerase vervielfältigt. Die Abfolge dieser Schritte stellt einen Zyklus dar und im 
Normalfall sind 25-45 Zyklen nötig, um eine detektierbare Menge an DNA zu 
amplifizieren. Die Detektion erfolgt nach Abschluss der PCR durch eine 
elektrophoretische Auftrennung. Die Methode ist sehr empfindlich. Es lassen sich 
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jedoch nur qualitative Ergebnisse erzielen. [Poms et al., 2004 und Rudy & Dreusch, 
2009] 
 
Die Real-time PCR hingegen erlaubt die Detektion der amplifizierten DNA ohne 
anschließende Gelektrophorese und es ist eine Quantifizierung in Echtzeit möglich. 
Die Detektion erfolgt in vielen Fällen mit einer Taqman Sonde. Die Sonde ist ein 
kurzer DNA-Strang, der zu dem zu amplifizierenden Strang komplementär ist. Sie ist 
an einem Ende mit einem fluoreszierenden Farbstoff und am anderen Ende mit 
einem Quencher markiert. Durch die räumliche Nähe von fluoreszierendem Farbstoff 
und Quencher erhält man kein messbares Signal. Erfolgt nun die Amplifikation, wird, 
ausgelöst durch die Exonucleaseaktivität der Polymerase, gleichzeitig auch der 
Fluoreszenzfarbstoff von der Sonde abgespalten. Der Fluoreszenzfarbstoff ist nun 
vom Quencher getrennt und man erhält ein Signal, welches proportional zur 
ursprünglichen Konzentration des Templats ist. Eine weitere Möglichkeit der 
Detektion bietet der Farbstoff SYBR Green I, welcher unspezifisch in doppelsträngige 
DNA eingebaut wird. Jene Zykluszahl, bei der das Fluoreszenzsignal über das Signal 
des Hintergrunds ansteigt, wird als Ct-Wert (threshold cycle) bezeichnet und wird zur 
Quantifizierung verwendet. Durch Erstellen einer Standardreihe mit bekannter 
Templatkonzentration kann nun auf die Konzentration in der Probe geschlossen 
werden. [Poms et al., 2004 und Mülhardt, 2006] 
 
1.3.5. Lateral-flow assay 
Lateral-flow assays (LFAs) sind kommerziell erhältliche immunologische Tests, die 
große Anwendung finden, da sie sehr schnell ein qualitatives bzw. auch semi-
quantitatives Ergebnis liefern. Sie basieren auf dem Prinzip des ELISAs und 
bestehen aus einer Membran (Nylon oder Nitrocellulose), auf der die Antigen-
Antikörper-Reaktion stattfindet. Der erste LFA detektierte Beta-Humanes 
Choriongonadotropin und diente zum Nachweis einer Schwangerschaft. Heute gibt 
es LFAs vor allem auch für Lebensmittelallergene wie Ei, Milch, Erdnuss, Mandel, 
Haselnuss, Krusten- und Weichtiere. [Schubert-Ullrich et al., 2009] Es gibt wie beim 
Enzymimmunoassay zwei Formate (Sandwich- oder kompetitiver Assay). Abbildung 
3 zeigt ein Beispiel für einen LFA, basierend auf dem Prinzip des Sandwich-ELISAs.  
  Einleitung 
 21 
 
Abbildung 3: Prinzip eines Lateral-flow assays [Schubert-Ullrich et al., 2009] 
 
Ein allergenspezifischer Antikörper ist auf der Membran immobilisiert. Ein zweiter, 
markierter Antikörper (beispielsweise enzymmarkiert oder an kolloidales Gold 
gebunden) befindet sich am Beginn des Teststreifens. Wird nun die flüssige Probe 
auf diesen Bereich aufgebracht, bindet das Allergen den Antikörper. Der Antigen-
Antikörper-Komplex beginnt, aufgrund von Kapillarkräften, zu wandern. Erreicht er 
die Zone, wo der allergenspezifische Antikörper immobilisiert ist, wird er, bei einer 
positiven Reaktion, gebunden. Es findet eine Farbreaktion statt. Zur Überprüfung der 
Funktion des LFAs gibt es eine Kontrolllinie. [Schubert-Ullrich et al., 2009] 
 
1.3.6. DNA-basierende vs. immunologische Methoden 
Ein großer Vorteil der PCR ist, dass in einem Well gleichzeitig mehrere, 
verschiedene Amplifikationen stattfinden können. So wurden beispielsweise bereits 
Systeme entwickelt, in denen man Haselnuss und Sesam simultan detektieren kann. 
Solche Multiplex-Systeme sparen Zeit und Kosten. [Schöringhumer et al., 2009]  
 
Die Produktverarbeitung kann sowohl für immunologische als auch DNA-basierende 
Methoden ein Problem darstellen. Es kann durch den Verarbeitungsprozess zur 
Denaturierung von Proteinen und zur Fragmentierung hochmolekularer DNA 
kommen, wodurch der Nachweis erschwert wird. Die DNA ist jedoch generell stabiler 
gegenüber der Verarbeitung als Proteine. [Monaci & Visconti, 2010 und Steinmüller, 
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2009] In den meisten Fällen ist es kein Nachteil, dass bei der PCR das Protein nur 
indirekt nachgewiesen wird, da oftmals nur auf ein generelles Vorhandensein 
allergener Lebensmittel getestet wird. [Steinmüller, 2009] 
 
Immunologische Methoden haben den Vorteil, dass sie durch die Anwendung von 
Antikörpern sehr spezifisch sind. Die Antikörperherstellung hingegen ist sehr kosten- 
und zeitaufwändig. Ein großer Vorteil der Immunoassays besteht in der 
Probenvorbereitung. Diese ist, im Vergleich zur Extraktion von DNA, meist sehr 
einfach und erfolgt schnell. [Steinmüller, 2009] Die Extraktion der DNA ist jedoch 
nicht nur zeitaufwändig, sondern es kann bei manchen Lebensmitteln auch schwierig 
sein, DNA in ausreichender Menge und Reinheit zu extrahieren. Die Empfindlichkeit 
der Methode hängt sehr von der Qualität und Quantität der erhaltenen DNA ab. 
[Monaci & Visconti, 2010] 
 
Die Wahl der Analysenmethode hängt vom Lebensmittel, von der Verarbeitung und 
von den Anforderungen des Anwenders ab, da jedes Verfahren Vor- und Nachteile 
mit sich bringt. In der Qualitätssicherung beispielsweise finden ELISAs große 
Anwendung, da die Kosten niedrig sind und der Probendurchsatz relativ hoch ist. 
[Steinmüller, 2009] 
 
1.4. Literaturübersicht über publizierte Methoden zur Bestimmung von 
Lupine in Lebensmitteln 
 
Holden et al. entwickelten 2005 einen Sandwich-ELISA zur Detektion von Lupine in 
Lebensmitteln. Es wurden polyklonale Antikörper verwendet und die Nachweisgrenze 
lag bei 1 µg Lupineprotein/g Probe. Der Test auf Kreuzreaktivität ergab eine geringe 
Affinität der Antikörper für Kichererbse, Erdnuss, Soja, Erbse und Linse. Die 
Validierung erfolgte mit vier verschiedenen Lebensmittelmatrizes und die 
Wiederfindung lag in Hotdogbrot und Nudeln zwischen 80 und 116% und in 
vegetarischen Würstchen und Brotaufstrich bei 60-84%. Der Test ist kommerziell 
erhältlich. [Holden et al., 2005] 
 
2007 entwickelte die gleiche Gruppe einen weiteren Sandwich-ELISA unter 
Verwendung von polyklonalen und monoklonalen Antikörpern. Die Nachweisgrenze 
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blieb, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, bei 1 µg Lupineprotein/g Probe, 
doch die Verwendung beider Antikörper brachte einige positive Resultate mit sich. So 
stieg beispielsweise die Wiederfindung von sowohl nativer als auch prozessierter 
Lupine gegenüber dem im Jahr 2005 publizierten ELISA. Mit dem Test wurden 112 
kommerziell erhältliche Produkte untersucht. Das Resultat zeigte einige 
Abweichungen von der Deklaration. So wurde in nicht deklarierten Produkten wie 
Gebäck, Süßwaren und Aufstrichen Lupine gefunden. Außerdem wurde festgestellt, 
dass nicht gekennzeichnete Verschneidungen von Soja- und Lupinenmehl 
vorkommen. [Holden et al., 2007] 
 
Demmel et al. publizierten 2008 eine Real-time PCR Methode, die es erlaubt, 0,01 
pg Lupine-DNA nachzuweisen. Bei der Entwicklung wurde der Schwerpunkt auf die 
Spezifität der Methode gelegt, weshalb eine Vielzahl von verschiedenen 
Lebensmitteln getestet wurde. Um zu prüfen, auf wie viele verschiedene 
Lupinespezies die Methode anspricht, wurden 20 Spezies analysiert. 11 Spezies, 
welche homologe DNA-Sequenzabschnitte besitzen, werden mit der Methode 
erfasst. [Demmel et al., 2008] 
 
Kaw et al. entwickelten 2008 einen Sandwich-ELISA mit einer Bestimmungsgrenze 
von 1 ppm Lupineprotein. Verwendet wurden polyklonale Antikörper, die aus einem 
Kaninchen bzw. aus einem Schaf gewonnen wurden. Die Methode zeigt eine geringe 
Kreuzreaktivität zu Soja und Bohnen. Um die Methode zu validieren, wurden Modell-
Frankfurter und -Muffins mit definierten Konzentrationen an Lupinenmehl hergestellt. 
Die Proben wurden zweimal extrahiert und es erfolgte jeweils eine 
Dreifachbestimmung mittels ELISA. Die Wiederfindung betrug 108  9% bzw. 103  
12%. [Kaw et al., 2008] 
 
Scarafoni et al. setzten sich 2009 das Ziel, eine PCR-Methode zur Quantifizierung 
von Lupinenmehl in Weizenprodukten zu entwickeln. Die Validierung erfolgte mit 
unterschiedlichen Mischungen von Weizenmehl und Lupinenmehl (0-100%). Eine 
Detektion von 0,1% Lupinenmehl in kommerziell erhältlichen Produkten ist mit dieser 
Methode möglich. [Scarafoni et al., 2009] 
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2. Zielsetzung 
Die Süßlupine findet, aufgrund ihrer technologischen Eigenschaften, große 
Anwendung in vielen kommerziell erhältlichen Lebensmitteln und gewinnt immer 
mehr an Bedeutung. Aufgrund ihres allergenen Potentials wurde sie 2007 in die Liste 
allergener Lebensmittel der Richtlinie 2007/68/EG aufgenommen. Da in vielen 
Produkten Mischungen von Weizen- und Lupinenmehl verwendet werden, welche 
jedoch nicht immer gekennzeichnet werden, ist eine schnelle und einfache Detektion 
zur Überprüfung einer korrekten Deklaration wichtig. 
 
ELISAs sind leistungsstarke Methoden, um allergene Lebensmittel nachzuweisen. 
Sie erreichen eine niedrige Nachweisgrenze, sind einfach durchzuführen, relativ 
kostengünstig und robust. Der Sandwich-ELISA erreicht im Gegensatz zum 
kompetitiven ELISA meist eine niedrigere Nachweisgrenze, da zwei spezifische 
Antikörper verwendet werden. Die Verwendung von zwei Antikörpern stellt außerdem 
einen Vorteil im Hinblick auf die Kreuzreaktivität dar. Der Sandwich-ELISA zeigt 
somit seltener eine Kreuzreaktivität, da während der Durchführung zwei 
Selektionsschritte erfolgen. Die Verwendung eines spezifischen Antikörpers beim 
kompetitiven ELISA hat jedoch auch Vorteile. So wäre zum einen der Kostenfaktor 
zu erwähnen, da man nur einen Antikörper herstellen muss, und zum anderen muss 
das Antigen nur ein spezifisches Epitop besitzen. Der kompetitive ELISA ist 
außerdem schneller in der Durchführung, da Antigen und Antikörper in einem Schritt 
zugegeben werden. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei indirekte kompetitive ELISAs entwickelt, 
optimiert, validiert und miteinander verglichen. Der erste ELISA (IgG-ELISA) wurde 
mit einem Antiserum aus einem immunisierten Kaninchen durchgeführt. Der zweite 
ELISA (IgY-ELISA) erfolgte unter Verwendung von polyklonalen Immunglobulin Y, 
gewonnen aus dem Eidotter von einem immunisierten Huhn. Am Beginn erfolgte die 
Optimierung des Coatingschritts, des Blockschritts und der Inkubationszeit und  
-konzentration des primären und des sekundären Antikörpers. Die optimierten 
ELISAs wurden danach auf Kreuzreaktivitäten, Matrixeffekte und Reproduzierbarkeit 
getestet. Die Wiederfindung wurde sowohl in gespikten Lebensmittelmatrizes als 
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auch in Modelllebensmitteln untersucht. Am Ende wurden kommerziell erhältliche 
Produkte auf ihre korrekte Deklaration überprüft. 
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3. Theoretischer Hintergrund 
3.1. Antikörper 
Antikörper bzw. Immunglobuline (Ig) sind Bestandteile des Blutplasmas und werden 
im Körper, bei Anwesenheit von körperfremden Substanzen, von B-Zellen produziert. 
[Aigner & Neumann, 1997] 
3.1.1. Aufbau des Immunglobulin G  
Der Aufbau des Antikörpers (AK) wird am Beispiel des IgG gezeigt, welches in der 
Analytik eine hohe Relevanz besitzt. Wie in Abbildung 4 dargestellt, besteht das 
Immunglobulin aus vier Untereinheiten: zwei identischen schweren Ketten (heavy 
chains) und zwei identischen leichten Ketten (light chains). Das Molekulargewicht der 
schweren Kette liegt bei zirka 50 kDa, das der leichten bei zirka 25 kDa. Das 
gesamte Molekül hat infolgedessen ein Molekulargewicht von etwa 150 kDa. 
[Janeway & Travers, 1995] 
 
Abbildung 4: Aufbau eines Immunglobulin G [basierend auf Raem & Rauch, 2007] 
 
Hilfreich bei der Aufklärung des Aufbaus von Antikörpern war die Fragmentierung 
durch die eiweißspaltenden Enzyme Papain und Pepsin. Eine Spaltung mittels 
Papain ergibt zwei monovalente Fab-Fragmente, die je ein Antigen binden können, 
und ein Fc-Fragment. Das Fc-Fragment kristallisiert leicht, was bedeutet, dass es in 
allen Antikörpern gleich oder zumindest sehr ähnlich aufgebaut sein muss. Eine 
Behandlung mit Pepsin hingegen liefert ein anderes Bild. Es entstehen 
  Theoretischer Hintergrund 
 27 
Subfragmente des Fc-Teils und ein großes, antigenbindendes Fragment. Dieses 
F(ab’)2-Fragment ist in etwa doppelt so groß wie ein Fab-Fragment und kann zwei 
Antigene binden. [Aigner & Neumann, 1997] Durch diese und andere 
Untersuchungen stellte man fest, dass die leichten bzw. schweren Ketten wiederum 
aus Untereinheiten, den so genannten Domänen, bestehen. Diese Domänen 
bestehen aus zirka 110 Aminosäuren und können eingeteilt werden in konstante und 
variable Regionen. Die schwere Kette ist in vier Domänen unterteilt: eine variable 
Region (VH) und drei konstante Regionen (CH1-CH3). Die leichte Kette hingegen 
besteht nur aus einer konstanten (CL) und einer variablen Domäne (VL). [Janeway & 
Travers, 1995] Verbunden sind die Ketten über Disulfidbrücken, die sich zwischen 
zwei Cystein-Resten ausbilden, und über die Gelenkregion (hinge), eine bewegliche 
Polypeptidkette. Die resultierende räumliche Anordnung ähnelt einem „Y“. [Luttman 
et al., 2004 und Janeway & Travers, 1995] 
 
Die variablen Regionen der leichten und der schweren Kette sind am oberen Ende 
des Antikörpers lokalisiert. Sie sind jedoch nicht überall gleich variabel, so gibt es je 
drei Segmente, die eine deutlich höhere Variabilität aufweisen. Diese Segmente 
bilden die so genannten hypervariablen Regionen und sind für die Bindung an das 
Antigen verantwortlich. Aufgrund der Komplementarität zum Antigen werden die 
Regionen auch komplementaritätsbestimmende Regionen (complementarity 
determining regions – CDR) genannt. [Janeway & Travers, 1995] 
 
Die Antigen-Bindungsstelle am N-terminalen Ende des Antikörpers wird als Paratop 
bezeichnet, während man beim Gegenstück, der Bindungsstelle am Antigen, von 
einem Epitop spricht. Jeder Antikörper besitzt zwei Paratope, welche durch die 
hinge-Region beweglich sind. [Aigner & Neumann, 1997] 
 
3.1.2. Das Epitop des Antigens 
Das Epitop des Antigens (AG) befindet sich an der Oberfläche des Proteins und kann 
kontinuierlich oder diskontinuierlich aufgebaut sein. Ein kontinuierliches Epitop 
besteht aus einer Aneinanderfolge von Aminosäuren, während bei einem 
diskontinuierlichen Epitop die Tertiärstruktur eine Rolle spielt. Durch die räumliche 
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Anordnung von Aminosäuren, die nicht  direkt aufeinander folgen, wird das 
diskontinuierliche Epitop gebildet. [Aigner & Neumann, 1997] 
 
3.1.3. Einteilung der Antikörperklassen 
Die Spezifität des Antikörpers ergibt sich aus der Vielzahl der Sequenzen, die die 
variablen Regionen bilden können, doch auch die konstanten Domänen der 
schweren Kette weisen Unterschiede auf. Es wird bei höheren Wirbeltieren zwischen 
fünf Typen unterschieden: a, d, e, g und m, welche fünf 
Immunglobulinklassen bilden: A, D, E, G und M. Die Unterschiede werden in 
Abbildung 5 ersichtlich.  
 
 
Abbildung 5: Einteilung der Immunglobulinklassen [Janeway & Travers, 1995] 
 
Die Zahl und Position der Disulfidbrücken sowie der Oligosaccharide, die an den 
schweren Ketten hängen, unterscheiden sich bei den einzelnen Typen. IgM und IgE 
besitzen außerdem keine Gelenksregion, dafür jedoch eine konstante Domäne mehr 
als die anderen Antikörperklassen. [Aigner & Neumann, 1997 und Janeway & 
Travers, 1995] 
 
IgA findet man im Plasma und in Körpersekreten. Es kommt sowohl als Monomer 
wie auch als Dimer vor und macht 2/3 der täglichen Immunglobulinproduktion aus. 
Die Aufgabe des IgA ist, das Eindringen fremder, pathogener Substanzen zu 
verhindern und die Schleimhäute zu schützen. 
 
Die Funktion des IgD ist noch weitgehend unbekannt.  
 
IgE kommt im Serum nur in Spuren vor, spielt jedoch bei Allergien eine große Rolle.  
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IgG hat von allen Immunglobulinen die höchste Konzentration im Serum (8-18 g/L). 
Zusammen mit IgA und IgM macht IgG 10-20% aller Proteine im Serum aus. IgG ist 
bereits bei Neugeborenen nachweisbar, da es über die Plazenta in den Fötus 
gelangt. 
 
IgM findet man wie IgG im Serum. Es liegt als Pentamer vor und besitzt daher 10 
Bindungsstellen und ein Molekulargewicht von zirka 900 kDa. [Raem & Rauch, 2007 
und Aigner & Neumann, 1997] 
 
IgY wird nicht von Säugern, sondern von Vögeln produziert. Durch passive Immunität 
wird es, solange sich das Ei noch im Eierstock befindet, in den Eidotter transferiert. 
Eier stellen somit eine Antikörperquelle dar. IgY besteht, wie alle Immunglobuline, 
aus schweren und leichten Ketten, die durch Disulfidbrücken verbunden sind. Es ist 
wie IgG in hoher Konzentration vorhanden. Der strukturelle Aufbau unterscheidet 
sich jedoch, da die schwere Kette nicht drei, sondern vier konstante Domänen 
besitzt, weshalb das Molekulargewicht zirka 190 kDa beträgt. [Schade et al., 2001] 
 
Die Immunglobulinklassen A und G werden in weitere Unterklassen eingeteilt, 
welche ebenfalls auf Unterschiede im konstanten Teil der schweren Kette 
zurückgehen. [Aigner & Neumann, 1997] 
 
3.1.4. Antigen-Antikörper-Bindung 
Die Bindung zwischen Antigen und Antikörper ist charakterisiert durch nicht-
kovalente Wechselwirkungen. An der Bindung sind elektrostatische Kräfte, 
Wasserstoffbrückenbindungen, van-der-Waals-Kräfte und hydrophobe Kräfte 
beteiligt. Diese Vielzahl an nicht-kovalenten Bindungen erzeugt eine hohe 
Bindungsstärke zwischen Antigen und Antikörper. [Janeway & Travers, 1995] 
 
Die Reaktion zwischen Antigen und Antikörper lässt sich mit Hilfe des 
Massenwirkungsgesetzes beschreiben: 
     AKAGAKAG   
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[AG] ist die molare Konzentration an freiem Antigen, während [AK] die freie, molare 
Konzentration des Antikörpers ist. [AG-AK] ist die molare Konzentration des Antigen-
Antikörper-Komplexes.  
 
  AKAG
AKAGKeq
  
Die Affinitätskonstante Keq gibt das Verhältnis der gebundenen zu den freien 
Fraktionen wieder. Sie ist ein Maß für die Stärke der Bindung, und liegt bei 
Antikörpern zwischen 108-1012 L/mol. Je höher die Affinitätskonstante, desto 
niedriger ist die Antigen-Konzentration, die benötigt wird, um eine 
Gleichgewichtseinstellung zu erhalten. [Davies, 2005 und Luttmann et al., 2004]  
 
Als Affinität bezeichnet man die Stärke der Wechselwirkung einer monovalenten 
Paratop-Epitop-Bindung. Bei der Summe aller Wechselwirkungen, also aller Paratop-
Epitop-Bindungen, spricht man von Avidität. [Luttmann et al., 2004] 
 
3.1.5. Herstellung von Antikörpern 
Es gibt zwei Arten von Antikörpern, die sich durch ihre Herstellung unterscheiden. 
Polyklonale Antikörper sind ein Gemisch von verschiedenen Antikörpern mit 
verschiedenen Affinitäten zum Antigen, während monoklonale Antikörper nur aus 
einem Typus von Antikörpern bestehen. [Aigner & Neumann, 1997] 
 
3.1.5.1. Herstellung und Reinigung polyklonaler Antikörper 
Zur Herstellung ist die aktive Immunisierung eines Wirbeltiers nötig. Meist handelt es 
sich dabei um Schafe, Kaninchen oder Ziegen. Dem Tier wird das betreffende 
Antigen zB intravenös verabreicht. Am Anfang werden ausschließlich Antikörper der 
Klasse IgM gebildet. Nach einiger Zeit erfolgt eine zweite Immunisierung. Bei dieser 
Immunreaktion, dem so genannten Booster-Effekt, kommt es zu einer rascheren 
Immunantwort und es erfolgt die Produktion von IgG, während die Produktion an IgM 
sinkt. Durch Boostern, das weitere Injizieren von Antigenlösung, steigt die Antikörper-
Konzentration im Blut. Der Erfolg der Immunisierung hängt von vielen Faktoren ab. 
So spielen die Antigengröße, die Reinheit der Antigenlösung, die Körperfremdheit, 
die Komplexität, der Eintrittsweg und die Verwendung von Hilfsstoffen eine 
entscheidende Rolle. Das erhaltene Blutserum unterzieht man für die weitere 
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Verwendung oft einer Reinigung, da das Serum zum Großteil aus Nicht-
Immunglobulin-Proteinen besteht. Spezifische Immunglobuline machen nur etwa 3% 
der Serumproteine aus. Bei der Reinigung ist zu beachten, dass die biologische 
Aktivität des Antikörpers erhalten bleibt. Tabelle 2 gibt einen Überblick über die 
gängigsten Reinigungsverfahren. [Aigner & Neumann, 1997] 
 
Tabelle 2: Verfahren zur Reinigung polyklonaler Antikörper nach [Aigner & Neumann, 1997] 
Reinigungsschritt Grundlage und Durchführung 
Ammoniumsulfat-
Fällung 
Proteine, die von einer Hydrathülle umgeben sind, 
fallen bei Erhöhen der Ionenkonzentration aus; erreicht 
wird dies durch Zugabe von Ammoniumsulfat; die 
Fällung ist reversibel 
Fraktionierte 
Ammoniumsulfat-
Fällung 
durch unterschiedliche Salzkonzentrationen werden 
verschiedene Proteine nacheinander ausgefällt; so 
besteht die Möglichkeit, das gewünschte Protein von 
anderen Proteinen zu trennen 
Dialyse wird meist im Anschluss an eine Ammoniumsulfat-
Fällung gemacht, um die Salzkonzentration zu senken; 
durch den osmotischen Druck diffundieren Ionen aus 
der Proteinlösung durch die Membran in die wässrige 
Lösung; Proteine werden aufgrund ihrer Größe in der 
Membran zurückgehalten 
Ionenaustausch-
chromatographie 
Proteine werden reversibel an das gegensätzlich 
geladene Säulenmaterial gebunden 
Gelpermeations-
chromatographie die Trennung erfolgt nach der Größe 
Affinitäts-
chromatographie 
die Trennung erfolgt durch modifiziertes 
Säulenmaterial; Beispiele für Liganden sind: Protein A, 
gewonnen aus dem Bakterium Staphylococcus aureus, 
das selektiv Antikörper der Klassen IgG, A und M 
bindet, bzw. das Antigen selbst 
 
Die Herstellung polyklonaler Antikörper erfolgt schnell, preisgünstig und man erhält 
große Mengen an Antiserum. Jedoch handelt es sich um einen Pool an 
verschiedensten Antikörpern verschiedenster Affinitäten, weshalb die Konzentration 
an dem gewünschten, spezifischen Antikörper sehr gering ist. Die Wahrscheinlichkeit 
einer Kreuzreaktivität ist deshalb höher als bei monoklonalen Antikörpern. Ein 
weiterer Nachteil besteht darin, dass polyklonale Antikörper nicht reproduzierbar 
hergestellt werden können, da jedes Tier anders auf eine Immunisierung reagiert und 
somit Unterschiede in den einzelnen Chargen auftreten. Antikörper, die aus Eidotter 
(IgY) gewonnen werden, haben gegenüber IgG einen entscheidenden Vorteil: die 
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produzierte Menge ist pro Zeiteinheit höher. Der Reinigungsprozess ist jedoch 
aufwändiger, da der Dotter einen hohen Lipidanteil besitzt. [Luttmann et al., 2004] 
 
3.1.5.2. Monoklonale Antikörper 
Das Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikörper, die Hybridomtechnik, wurde 
1974 von Milstein und Köhler entwickelt. Das Prinzip besteht darin, Mäuse zu 
immunisieren und danach die antikörperproduzierenden B-Zellen zu entnehmen. 
Diese Zellen werden anschließend mit Myelomzellen zu Hybridomzellen fusioniert. 
Eine Fusion ist nötig, da B-Zellen alleine bereits nach wenigen Zellteilungen 
absterben und das Kultivieren somit nicht möglich wäre. Myelomzellen sind entartete 
B-Zellen, die die Fähigkeit besitzen, sich unbegrenzt zu teilen. Nach der Selektion 
des gewünschten Fusionsproduktes erfolgt die Klonierung der Zelle. Somit ist man in 
der Lage, Antikörper eines Typus über einen langen Zeitraum zu produzieren. 
[Aigner & Neumann, 1997] Die Herstellung monoklonaler Antikörper ist sehr 
zeitaufwändig, doch Hybridomzellen lassen sicht leicht vermehren und somit erhält 
man große Mengen reproduzierbarer Antikörper. Auch der Reinigungsprozess ist 
gegenüber polyklonalen Antikörpern einfacher und die Wahrscheinlichkeit einer 
Kreuzreaktivität ist geringer. Polyklonale Antikörper besitzen jedoch den Vorteil, dass 
sie durch die Vielzahl der verschiedenen Antikörper mit Sicherheit jenen mit der 
größten Affinität zum Antigen beinhalten. Die Wahrscheinlichkeit, dass der 
gewonnene monoklonale Antikörper die höchste Affinität besitzt, ist hingegen sehr 
gering. [Luttmann et al., 2004] 
 
3.2. Immunoassays 
Das Prinzip des Immunoassays wurde 1959 von Yalow und Berson das erste Mal 
publiziert und seitdem nimmt die Methode stetig an Bedeutung zu. [Davies, 2005] 
 
3.2.1. Einteilung  
Grundsätzlich werden zwei Formate unterschieden: 
 Kompetitiv: Menge an AK ist konstant und substöchiometrisch 
 Immunometrischer Assay (Sandwich-Assay): Überschuss an AK oder AG 
[Davies, 2005] 
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Eine Unterscheidung kann außerdem im Hinblick auf den Trennschritt getroffen 
werden: 
 Heterogener Assay: es müssen gebundene Komponenten von der 
ungebundenen Fraktion abgetrennt werden 
 Homogener Assay: bietet hingegen die Möglichkeit der Detektion bei 
Anwesenheit beider Fraktionen. [Davies, 2005] 
 
Der Nachweis kann direkt oder indirekt erfolgen. Abbildung 6 gibt je ein Beispiel für 
einen Sandwich-ELISA. 
 
 
Abbildung 6: Unterscheidung der direkten (oben)/indirekten (unten) Methode anhand eines Sandwich-
ELISAs [Schubert-Ullrich et al., 2009] 
 
Beim direkten Nachweis ist der zweite, spezifische Antikörper markiert, während bei 
einer indirekten Methode der Nachweis über einen dritten Antikörper erfolgt, welcher 
gegen den zweiten gerichtet ist.  
 
Die Detektion kann mit unterschiedlichsten Methoden erfolgen: 
 Radiometrische Messung 
 Messung der Enzymaktivität (zB photometrisch) 
 Fluoreszenzmessung 
 Chemilumineszenzmessung 
 Biolumineszenzmessung 
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Die radioaktive Markierung hat den Vorteil, dass die Kernreaktion sehr robust ist. Die 
Markierung mit Enzymen hat heutzutage jedoch größere Bedeutung, da kein 
radioaktiver Abfall produziert wird und keine Sicherheitsvorkehrungen getroffen 
werden müssen. [Kricka & Wild, 2005] 
 
3.2.2. Indirekter kompetitiver ELISA 
Abbildung 7 zeigt den schematischen Ablauf eines indirekten kompetitiven ELISAs.  
 
 
Abbildung 7: Darstellung der Durchführung eines indirekten kompetitiven ELISAs 
 
Im ersten Schritt wird das Antigen an der Oberfläche immobilisiert. Man spricht vom 
Coating. Die Reaktion wird in Mikrotiterplatten durchgeführt, die aus 96 Kavitäten  
(Vertiefungen) bestehen. Da die Platten aus Polystyrol bestehen, wird das Antigen 
adsorptiv an die Oberfläche gebunden. Die Beschichtung erfolgt in den meisten 
Fällen in einem Carbonatpuffer pH 9,6 über Nacht bei 4 °C. Zu beachten ist, dass die 
Inkubation nicht von äußeren Faktoren, wie Temperaturschwankungen, beeinflusst 
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wird. Die Temperatur und die Coating-Konzentration müssen für jedes Antigen 
optimiert werden. [Raem & Rauch, 2007] 
 
Nach jedem Schritt erfolgt ein Waschschritt, um freie oder schwach gebundene 
Proteine zu entfernen. Der Waschpuffer enthält ein Detergens, um das 
Hintergrundsignal zu reduzieren. [Raem & Rauch, 2007] 
 
Nach dem Coating können noch freie Bindungsstellen auf der Platte vorhanden sein. 
Um unspezifische Bindungen von zB enzymmarkierten Antikörpern zu verhindern, 
erfolgt ein Blockschritt. Dazu verwendet man ein Blockreagens, welches an die 
freien Stellen bindet, ohne jedoch das Antigen oder den Antikörper zu beeinflussen. 
Häufige Verwendung finden Lösungen von Casein oder  Rinderserumalbumin (BSA) 
in einer Konzentration von 1-3% in PBS. Die Blockzeit und die Temperatur sind 
wiederum abhängig vom Antikörper bzw. Antigen und werden bei der Entwicklung 
eines ELISAs optimiert. [Raem & Rauch, 2007] 
 
Nach einem neuerlichen Waschschritt erfolgt nun die Kompetition 
(Konkurrenzreaktion). In diesem Schritt werden das Antigen und der spezifische 
Antikörper gleichzeitig zugegeben. Das immobilisierte Antigen konkurriert nun mit 
dem freien Antigen um die Bindung am Antikörper. Je mehr Antigen sich in Lösung 
befindet, desto weniger Antikörper binden an das immobilisierte Antigen. Das 
Antigen wird aus Proben extrahiert bzw. zur Quantifizierung als Standardreihe 
zugegeben. Die Konzentration des Antikörpers ist in allen Kavitäten konstant und 
substöchiometrisch.  
 
Nach dem Entfernen der AG-AK-Komplexe, die sich in Lösung befinden, erfolgt die 
Inkubation mit dem sekundären, markierten Antikörper. Dieser Antikörper ist 
gegen den ersten Antikörper gerichtet und muss im Überschuss zugegeben werden. 
Handelt es sich beim primären Antikörper um IgG aus einem Kaninchenserum, muss 
der sekundäre Antikörper gegen das Kaninchen-IgG gerichtet sein. Dieser Antikörper  
kann beispielsweise durch Immunisieren einer Ziege hergestellt werden. 
 
Der letzte Schritt besteht in der Zugabe des Substrats. Das Enzym katalysiert die 
Reaktion des Substrats zu einem Produkt, dass anschließend photometrisch 
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vermessen werden kann. Beim kompetitiven ELISA ist die Konzentration des 
Analyten indirekt proportional zum Signal. 
 
Für die Markierung werden vorwiegend die Enzyme Meerrettichperoxidase 
(horseradish peroxidase – HRP) und alkalische Phosphatase verwendet. Die 
Meerrettichperoxidase wird aus der Meerrettich-Wurzel gewonnen und hat ein 
Molekulargewicht von 44 kDa. HRP reduziert bei Anwesenheit eines 
Wasserstoffdonors H2O2. Es entstehen H2O und der oxidierte Donor, welcher 
photometrisch vermessen werden kann. [Kricka & Wild, 2005] Als Donor kann 
beispielsweise Tetramethylbenzidin verwendet werden, das zu einem blauen, 
oxidierten Produkt reagiert. Die Reaktion wird durch Zugabe verdünnter 
Schwefelsäure gestoppt und die Lösung verfärbt sich gelb. Die Messung der 
optischen Dichte erfolgt bei 450 nm.  
 
Die photometrische Messung basiert auf der Lichtabsorption durch den Analyten im 
sichtbaren Bereich. Beim Durchtritt von Licht (I0) durch ein Medium wird folglich die 
Lichtintensität (zu I) verringert.  
 
  


I
IA 0log  
 
Die Grundlage bildet das Lambert-Beersche Gesetz. 
 
    dcA    
 
Die Extinktion (absorbance, A(l)) hängt somit von der Schichtdicke der Küvette (d 
in cm), von der molaren Konzentration des Analyten (c in mol/L) und vom molaren, 
dekadischen Extinktionskoeffizienten (e(l) in L/mol cm) ab. Da während der 
Messung alle Faktoren außer der Konzentration des Analyten konstant gehalten 
werden, ist diese direkt proportional zur Extinktion. [Schwedt, 2008] 
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3.2.3. Bradford-Assay 
Der Bradford-Assay wird, neben der Methode nach Warburg-Christian, häufig zur 
Proteinbestimmung verwendet. Er findet große Anwendung, da er einfach und 
schnell durchzuführen und der empfindlichste, quantitative Färbeassay ist. Er ist 
gegenüber Störsubstanzen sehr robust, außer gegenüber jenen, die das 
Absorptionsmaximum von Coomassie-Brilliantblau beeinflussen. Das Prinzip besteht 
darin, dass sich bei Anwesenheit von Proteinen im sauren Milieu das 
Absorptionsmaximum des Coomassie-Brillantblau G 250 von 465 nach 595 nm 
verschiebt. Der Grund dafür ist noch nicht ganz geklärt. Man nimmt jedoch an, dass 
der Farbstoff durch Komplexbildung mit dem Protein stabilisiert wird. Dabei werden 
kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine, besonders 
Arginin, unspezifisch gebunden. [Lottspeich & Engels, 2006] 
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4. Ergebnisse und Diskussion 
4.1. Probenaufarbeitung 
4.1.1. Protein-Extraktion aus Lupinenmehl 
Das Lupinenmehl, das zur Extraktion verwendet wurde, wurde aus der Spezies 
Lupinus albus (weiße Lupine) gewonnen und wurde von der Firma Soja Austria zur 
Verfügung gestellt. Die Extrakte des Lupinenmehls dienten zur Erstellung der 
Standardreihe und wurden außerdem als Coating-Antigen verwendet. Das Mehl 
wurde mit Extraktionspuffer vermischt, mit dem Ultraturrax homogenisiert und 
zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Extrakt filtriert und bei -20 °C aufbewahrt. Die 
detaillierte Probenaufarbeitung ist in Kapitel 5.1.2. angeführt. 
 
Die Konzentrationsbestimmung des Extrakts erfolgte, wie in Kapitel 5.1.3. 
beschrieben, mittels Bradford-Assay. Die Kalibrierfunktion wurde mit einer 
Standardreihe von BSA in PBS erstellt. Im Laufe der Diplomarbeit wurde einige Male 
Lupinenmehl extrahiert. Die erhaltenen Konzentrationen waren sehr ähnlich und 
ergaben im Durchschnitt einen Proteingehalt von 53,2 mg/ml (= 266 mg/g 
Lupinenmehl).  
 
Die Aufarbeitung der Lebensmittel erfolgte gleich wie die Aufarbeitung des 
Lupinenmehls und wird in Kapitel 5.1.4. genau beschrieben. Je nach Beschaffenheit 
des Lebensmittels wurde dieses vorher mit einem Haushaltsmixer zerkleinert und 
danach aufgearbeitet. 
 
4.2. Herstellung der polyklonalen Antikörper 
Zur Entwicklung der ELISAs waren zwei verschiedene Antikörper (IgG und IgY) 
nötig, die durch Immunisieren von Kaninchen und Hühnern gewonnen wurden. Die 
Firma BioGenes (Berlin, Deutschland) hat zwei Kaninchen (#4618 und #4619) 
immunisiert und M. Hermann (Forschungsinstitut für Molekulare Pathologie GesmbH 
(IMP)) führte die Immunisierung zweier Hennen (weiß und braun) durch. Das genaue 
Prozedere ist in Kapitel 5.2. beschrieben.  
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Das Antiserum wurde keinem Reinigungsschritt unterzogen, während die IgY-
Fraktion aus den Eiern der Hühner isoliert werden musste (für die genaue 
Durchführung siehe Kapitel 5.2.2.3.). Dazu wurde nach dem Abtrennen des Eiklars 
und der Zentrifugation des Dotters eine Caprylsäurefällung durchgeführt. Dadurch 
wurden verschiedene Proteine, mit Ausnahme von IgG und IgY, ausgefällt. Der 
erhaltene Überstand wurde einer Ammoniumsulfatfällung unterzogen. Nach 
Resuspension der Antikörperfraktion wurde das Ammoniumsulfat durch 
Durchführung einer Dialyse entfernt. Im Anschluss wurde die Proteinkonzentration 
mittels Bradford-Assay bestimmt (siehe Kapitel 5.2.2.4.). Als Standard wurde in 
diesem Fall humanes Immunglobulin verwendet. Die Proteinkonzentration der IgY-
Fraktionen lag zwischen 8,2 und 78,3 mg/ml.  
 
Christina Ecker führte im Vorfeld eine Titerbestimmung beider Antikörper durch. 
Dabei wurden die Antisera der Kaninchen sowie die Antikörper der weißen und 
braunen Henne miteinander verglichen. Das Ergebnis zeigte, dass sich das Serum 
des Kaninchens #4618 besser für die Verwendung im IgG-ELISA eignete, weshalb 
dieses für die Optimierung verwendet wurde. Außerdem hatten die aus den Eiern der 
weißen Henne gewonnen Antikörper eine höhere Affinität als jene der braunen 
Henne. Für die Entwicklung des IgY-ELISAs wurde deshalb ein Ei der weißen Henne 
verwendet, und zwar jenes, welches am 29.5.2009 gelegt wurde (das 
Immunisierungsdatum war der 20.5.2009). Die Proteinkonzentration des 
Antikörperisolats betrug 67,3 mg/ml.  
 
4.3. Entwicklung und Optimierung der kompetitiven ELISAs 
Zur Optimierung der ELISAs musste der Einfluss verschiedenster Parameter auf die 
Kalibrierfunktion ermittelt werden. Es wurden die Konzentration des Coating-Antigens 
sowie die Coating-Temperatur optimiert. Außerdem erfolgte eine Optimierung des 
Blockschritts (Blockzeit und –temperatur) und die Ermittlung der optimalen 
Konzentration bzw. der Inkubationszeit des primären und des sekundären 
Antikörpers. Das Antigen, das zum Coaten und für die Erstellung der Standardreihe 
diente, wurde aus Lupinenmehl extrahiert. Die Herstellung ist in Kapitel 5.1.2. 
beschrieben. 
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4.3.1. Optimierung des IgG-ELISAs 
Zur Entwicklung des IgG-ELISAs wurde als primärer Antikörper IgG verwendet (siehe 
Kapitel 5.2.1.). Als sekundärer Antikörper diente ein kommerziell erhältlicher, mit 
Meerrettichperoxidase markierter Antikörper gegen IgG (Anti-IgG*). Die genaue 
Durchführung jedes Schritts ist in Kapitel 5.3.3. beschrieben. 
 
Ermittlung der Konzentration des Coating-Antigens 
Zur Optimierung dieses Schritts wurde eine Platte mit vier unterschiedlichen 
Konzentrationen an Antigen über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Coating-
Konzentrationen lagen bei 2; 1,5; 1 bzw. 0,5 µg Lupineprotein/ml Coating-Puffer. Der 
primäre Antikörper wurde 1:10000 und der sekundäre Antikörper 1:70000 verdünnt. 
Abbildung 8 zeigt das Ergebnis dieser Messung.  
Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
10-6 10-5 10-4 10-3 10-2 10-1 100 101 102 103
O
D
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
AG 2,0 µg/ml 
AG 1,5 µg/ml 
AG 1,0 µg/ml 
AG 0,5 µg/ml 
 
 
Abbildung 8: Einfluss der Konzentration des Coating-Antigens (AG) auf die Kalibrierfunktion I 
Coating-Temperatur: 4 °C; Coating-Konzentration des Antigens: 2; 1,5; 1 bzw. 0,5 µg/ml; Konz. und 
Inkubationszeit des primären Antikörpers: 1:10000, 45 min; Konz. und Inkubationszeit des sekundären 
Antikörpers: 1:70000, 60 min 
 
Es ist deutlich zu erkennen, dass der Unterschied zwischen höchstem und 
niedrigstem Signal (OD) bei den Coating-AG-Konzentrationen von 2 und 1,5 µg/ml 
am größten ist. Da die Reaktion jedoch binnen weniger Minuten ablief, und es nicht 
sicher war, ob die Reaktion reproduzierbar gestoppt werden konnte, wurden weitere 
Versuche durchgeführt. Es wurden zwei Platten über Nacht bei 4 °C aufbewahrt. 
Eine Platte wurde mit einer Konzentration von 1,5 µg/ml, die zweite mit einer 
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Konzentration von 2 µg/ml inkubiert. Bei diesem Versuch wurde außerdem die 
Konzentration des primären Antikörpers variiert (1:5000, 1:10000; 1:20000 bzw. 
1:30000). Der sekundäre Antikörper wurde 1:100000 verdünnt. Die Ergebnisse sind 
in Abbildung 9 dargestellt. 
A) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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B) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 9: Einfluss der Konzentration des Coating-Antigens auf die Kalibrierfunktion II  
Coating-Konzentration: A) 2 µg/ml, B) 1,5 µg/ml; Coating-Temperatur: 4 °C; Konz. und Inkubationszeit 
des primären Antikörpers (IgG): 1:5000, 1:10000, 1:20000 bzw. 1:30000, 60 min; Konz. und 
Inkubationszeit des sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Vergleicht man die beiden Kalibrierfunktionen, die bei einer 1:5000 IgG Verdünnung 
erhalten wurden, ist deutlich zu erkennen, dass der Signalunterschied zwischen 
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höchster und niedrigster Lupineprotein-Konzentration in Graphik B) deutlich höher ist 
(~ 1,48) als in Graphik A) (~1,02). Der OD-Wert am Wendepunkt der Kurve ist 
außerdem bei einer Coating-AG-Konzentration von 1,5 µg/ml mit 0,823 deutlich 
höher als jener bei einer Konzentration von 2 µg/ml (0,596). Eine Coating-AG-
Konzentration von 1,5 µg Lupineprotein/ml wurde somit als optimal angesehen. 
 
Einfluss der Coating-Temperatur 
Zur Ermittlung der Coating-Temperatur wurden drei Platten miteinander verglichen. 
Alle drei Platten wurden mit einer Antigen-Konzentration von 1 µg/ml 16-18 Stunden 
inkubiert. Eine Platte wurde bei 4 °C, eine bei Raumtemperatur (RT) und die dritte 
bei 36 °C aufbewahrt. Die IgG-Lösung wurde 1:30000 verdünnt und die 
Inkubationszeit wurde zwischen 15 und 60 min variiert. Der sekundäre Antikörper 
wurde in einer 1:100000 Verdünnung eingesetzt. Die Abbildung 10 zeigt das 
Ergebnis dieses Versuchs. 
A) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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B) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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C) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 10: Einfluss der Coating-Temperatur auf die Kalibrierfunktion 
Coating-Temperatur: A) Raumtemperatur, B) 4 °C, C) 36 °C; Coating-Konzentration: 1 µg/ml; Konz. 
und Inkubationszeit des primären Antikörpers (IgG): 1:30000, 15, 30, 45 bzw. 60 min; Konz. und 
Inkubationszeit des sekundären Antikörpers 1:100000, 60 min 
 
Der Vergleich der drei Graphiken zeigt, dass die einzelnen Messwerte bei einem 
Coating bei 36 °C (Graphik C)) und Raumtemperatur (Graphik A)) deutlich von der 
Kalibrierfunktion abweichen und streuen. Alle weiteren Versuche wurden somit bei 
einer Coating-Temperatur von 4 °C durchgeführt. 
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Optimierung des Blockschritts 
Um den Einfluss des Blockens zu überprüfen, wurden zwei Platten verwendet. Das 
Coating erfolgte bei einer Konzentration von 1 µg/ml über Nacht bei 4 °C. Im 
Anschluss erfolgte das Blocken, wobei eine Platte bei 36 °C, die andere bei RT 
inkubiert wurde. Bei diesem Experiment wurde auch der Einfluss der Blockzeit 
überprüft, indem die Inkubationszeit zwischen 15 und 60 min variiert wurde. Der 
primäre Antikörper wurde 1:30000, der sekundäre Antikörper 1:100000 verdünnt. 
Abbildung 11 zeigt das Ergebnis.  
A) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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B) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 11: Einfluss der Blockzeit und -temperatur auf die Kalibrierfunktion 
Coating-Konzentration und -Temperatur: 1 µg/ml, 4 °C; Blocktemperatur: A) RT, B) 36 °C; Blockzeit 
wurde zwischen 15, 30, 45 bzw. 60 min variiert; Konz. und Inkubationszeit des primären Antikörpers: 
1:30000, 45 min; Konz. und Inkubationszeit des sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Die Graphiken zeigen deutlich, dass der Blockschritt keinen großen Einfluss auf die 
Kalibrierfunktion hat. Die OD-Werte, die beim Blocken bei 36 °C erhalten wurden, 
betragen 0,672; 0,665; 0,687 und 0,694 für 60, 45, 30 und 15 min. Die 
Signalunterschiede, die beim Blocken bei RT erhalten wurden, unterscheiden sich 
auch nur gering (0,608; 0,625; 0,712 und 0,735 für 60, 45, 30 und 15 min). Auch die 
OD-Werte am Wendepunkt der Kalibrierfunktionen zeigen keinen Unterschied, in 
beiden Fällen betrug der OD-Wert (bei einer Blockzeit von 15 min) 0,44. Aufgrund 
dieser Ergebnisse wurde die Blockzeit auf 15 min reduziert und die Blocktemperatur 
auf RT festgesetzt. 
 
Optimierung der Konzentration des primären Antikörpers 
Bei der Durchführung eines kompetitiven ELISAs muss der primäre Antikörper im 
Unterschuss vorliegen. Zur Ermittlung der optimalen Konzentration wurden vier 
verschiedene Verdünnungen des Antikörpers hergestellt. Der Coating- und der 
Blockschritt erfolgten nach dem Prozedere, das in Kapitel 5.3.3. beschrieben ist. Die 
Verdünnung des Antikörpers betrug 1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000. Der 
sekundäre Antikörper wurde 1:100000 verdünnt. Das Ergebnis ist in Abbildung 12 
dargestellt. 
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Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
10-4 10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104
O
D
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
IgG 1:5000 
IgG 1:10000
IgG 1:20000 
IgG 1:30000 
 
 
Abbildung 12: Einfluss der Konzentration des primären Antikörpers auf die Kalibrierfunktion I 
Coating-Konzentration und -Temperatur: 1 µg/ml, 4 °C; Konz. und Inkubationszeit des primären 
Antikörpers (IgG): 1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000, 45 min; Konz. und Inkubationszeit des 
sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Es ist leicht festzustellen, dass eine Verdünnung von 1:5000 den größten 
Signalunterschied ergab. Die enzymkatalysierte Reaktion hatte jedoch nicht die 
erwünschte Dauer von 10 Minuten, bereits nach wenigen Minuten musste die 
Reaktion abgebrochen werden. Um das Stoppen reproduzierbarer zu machen, sollte 
die Reaktion länger andauern. Aufgrund dessen wurde ein zweiter Versuch 
durchgeführt. Die Durchführung erfolgte ident zum oben beschriebenen Versuch, 
jedoch wurde die Enzymreaktion nicht für jede Verdünnung gleichzeitig gestoppt, 
sondern bei annähernd gleicher Intensität der Blaufärbung. Der Versuch diente dazu, 
feststellen zu können, ob eine 1:30000 Verdünnung des primären Antikörpers den 
gleichen Signalunterschied ergab wie die 1:5000 Verdünnung, mit dem Vorteil, dass 
die Reaktion länger ablaufen konnte. Das Ergebnis ist in Abbildung 13 dargestellt. 
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Abbildung 13: Einfluss der Konzentration des primären Antikörpers auf die Kalibrierfunktion II 
Coating-Konzentration und -Temperatur: 1 µg/ml, 4 °C; Konz. und Inkubationszeit des primären 
Antikörpers (IgG): 1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000, 45 min; Konz. und Inkubationszeit des 
sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Zu den Wells, in denen IgG 1:5000 verdünnt eingesetzt wurde, musste die 
Stopplösung bereits nach 2-3 min zugegeben werden, im Fall der 1:10000 
Verdünnung wurde nach zirka 5 min gestoppt. Im Fall der zweithöchsten IgG 
Verdünnung wurde nach etwa 8-9 Minuten gestoppt und bei der 1:30000 
Verdünnung lief die Enzymreaktion in etwa 12 min ab. Beim Betrachten der 
Abbildung lässt sich feststellen, dass die höchste IgG Verdünnung zum höchsten 
OD-Wert führte (1,683). Auch der OD-Wert am Wendepunkt ist mit 1,033 höher als 
die OD-Werte, die bei den anderen Verdünnungen erhalten wurden (0,917; 0,790; 
0,650). Eine Verdünnung des primären Antikörpers von 1:30000 wurde somit als 
optimal angesehen. 
 
Einfluss der Inkubationszeit des primären Antikörpers 
Zur Überprüfung des Einflusses der Inkubationszeit des primären Antikörpers wurde 
eine Platte (Coating-Antigen-Konzentration 1 µg/ml) über Nacht bei 4 °C gecoatet. 
Die primäre Antikörperlösung wurde 1:30000 verdünnt und die Inkubationszeit wurde 
zwischen 15, 30, 45 bzw. 60 min variiert. Abbildung 10 B) zeigt das Ergebnis dieser 
Messung. Die OD-Werte liegen für 60 min bei ~0,64; für 45 min bei ~0,55; bei 30 
min bei ~0,52 und für 15 min bei ~0,33. Die Inkubationszeit wurde somit für 60 
Minuten festgelegt. 
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Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers 
Der Einfluss dieses Parameters wurde ermittelt, indem die Inkubationszeit zwischen 
15 und 60 min variiert wurde. Der sekundäre Antikörper wurde dazu 1:100000 
verdünnt. Die Coating-Antigen-Konzentration betrug 1 µg/ml und der primäre 
Antikörper wurde 1:30000 verdünnt. Abbildung 14 zeigt das Ergebnis. 
Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
10-5 10-4 10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104
O
D
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
60 min Inkubationszeit Anti-IgG* 
45 min Inkubationszeit Anti-IgG*
30 min Inkubationszeit Anti-IgG* 
15 min Inkubationszeit Anti-IgG*
 
 
Abbildung 14: Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers (Anti-IgG*) auf die 
Kalibrierfunktion 
Coating-Konzentration und -Temperatur: 1 µg/ml, 4 °C; Konz. und Inkubationszeit des primären 
Antikörpers: 1:30000, 45 min; Konz. und Inkubationszeit des sekundären (Anti-IgG*): 1:100000, 15, 
30, 45 bzw. 60 min 
 
Das Ergebnis zeigt eindeutig, dass eine Inkubation von 60 Minuten den größten 
Signalunterschied lieferte, weshalb alle weiteren Versuche mit dieser Inkubationszeit 
durchgeführt wurden. 
 
4.3.2. Optimierung des IgY-ELISAs 
Bei der Durchführung des IgY-ELISAs wurde die isolierte IgY-Fraktion (Herstellung 
siehe 5.2.2.), gewonnen aus dem Eidotter eines immunisierten Huhns, verwendet. 
Als sekundärer Antikörper diente ein kommerziell erhältlicher, mit 
Meerrettichperoxidase markierter Antikörper gegen IgY (Anti-IgY*). Die genaue 
Durchführung der Optimierungsschritte ist in Kapitel 5.3.4. beschrieben.  
 
 
  Ergebnisse und Diskussion 
 49 
Optimierung der Konzentration des Coating-Antigens 
Zur Ermittlung der optimalen Verdünnung des Antigens wurden vier verschiedene 
Konzentrationen hergestellt (3; 2; 1,5 und 1 µg Lupineprotein/ml Coating-Puffer). Die 
Platte wurde bei 4 °C über Nacht inkubiert. Der primäre Antikörper wurde 1:20000 
und der sekundäre Antikörper 1:70000 verdünnt. Abbildung 15 zeigt das Ergebnis. 
Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 15: Einfluss der Konzentration des Coating-Antigens (AG) auf die Kalibrierfunktion 
Coating-Temperatur: 4 °C; Konzentration des Coating-Antigens: 3; 2; 1,5 bzw. 1 µg/ml; Konz. und 
Inkubationszeit des primären Antikörpers: 1:20000, 60 min; Konz. und Inkubationszeit des sekundären 
Antikörpers: 1:70000, 60 min 
 
Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass sich die Kalibrierfunktionen für die AG-
Konzentrationen 3, 2 und 1,5 µg/ml sehr ähnlich sind. Die beiden höchsten Coating-
AG-Konzentrationen führten zu einem Signalunterschied von 1,487. Eine 
Konzentration von 2 µg/ml wurde somit als optimal angesehen. 
 
Einfluss der Coating-Temperatur 
Zur Überprüfung dieses Parameters wurden vier Platten herangezogen. Die Platten 
wurden mit einer Antigenlösung (Konzentration: 1,5 bzw. 2 µg/ml) inkubiert. Eine 
Platte wurde bei RT, eine bei 36 °C und zwei bei 4 °C aufbewahrt. Der Versuch 
wurde in Kombination mit anderen Optimierungsschritten gemacht. Bei den beiden 
Platten mit einer Coating-Antigen-Konzentration von 1,5 µg/ml, gecoatet bei 4 °C 
bzw. bei RT, wurde die Blockzeit zwischen 15 und 60 min variiert. Der primäre 
Antikörper hatte eine Konzentration von 1:20000. Die beiden anderen Platten wurden 
beim Kompetitionsschritt mit unterschiedlichen Verdünnungen des primären 
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Antikörpers inkubiert. Der sekundäre Antikörper wurde bei allen Versuchen 1:100000 
verdünnt. Die enzymkatalysierte Reaktion wurde bei diesem Versuch nicht 
gleichzeitig gestoppt, sondern bei annähernd gleicher Intensität der Färbung. Die 
Ergebnisse sind in Abbildung 16 und 17 dargestellt. 
A) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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B) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 16: Einfluss der Coating-Temperatur auf die Kalibrierfunktion I 
Coating-Temperatur: A) 4 °C, B) RT; Coating-Konzentration: 1,5 µg/ml; Blockzeit: 15, 30, 45 bzw. 60 
min; Konz. und Inkubationszeit des primären Antikörpers: 1:20000, 60 min; Konz. und Inkubationszeit 
des sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Der Unterschied der Ergebnisse ist nicht sehr groß, dennoch wurde der höchste 
Signalunterschied bei einer Coating-Temperatur von 4 °C erhalten. Eine Blockzeit 
von 60 Minuten führte zu einem OD-Wert von 0,765 und einem OD-Wert am 
Wendepunkt von 0,464. Im Experiment, das bei RT durchgeführt wurde, wurden ein 
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Signalunterschied von 0,688 und ein OD-Wert am Wendepunkt von 0,449 erhalten. 
Ein Coating bei RT wurde aufgrund dieses Ergebnisses ausgeschlossen.  
A) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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B) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 17: Einfluss der Coating-Temperatur auf die Kalibrierfunktion II 
Coating-Temperatur: A) 36 °C, B) 4 °C; Coating-Konzentration: 2 µg/ml; Konz. und Inkubationszeit des 
primären Antikörpers (IgY): 1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000, 60 min; Konz. und 
Inkubationszeit des sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Das Coaten bei 4 °C führte zu einem höheren Signalunterschied und einem höheren 
OD-Wert am Wendepunkt als das Coaten bei 36 °C (siehe Abbildung 17). Der 
Signalunterschied bei der IgY Verdünnung von 1:5000 betrug bei 4 °C 1,079 und der 
OD-Wert am Wendepunkt war 0,626, während ein Coaten bei einer erhöhten 
Temperatur zu einem OD-Wert von 0,987 und einem OD-Wert am Wendepunkt von 
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0,564 führte. Somit betrug die Coating-Temperatur bei allen weiteren Versuchen  
4 °C. 
 
Einfluss der Blockzeit 
Der Einfluss der Blockzeit auf die Kalibrierfunktion wurde im Zuge der Optimierung 
der Coating-Temperatur untersucht. Dabei wurde die Platte, welche bei 4 °C 
inkubiert wurde, herangezogen. Die Coating-AG-Konzentration betrug 1,5 µg/ml. Es 
wurden Inkubationszeiten von 15, 30, 45 bzw. 60 min untersucht. Abbildung 16 A) 
zeigt das Ergebnis des Versuchs. Es ist zu erkennen, dass die Inkubationsdauer des 
Blockreagens keinen großen Einfluss auf die Kalibrierfunktion hat. Bei einer Blockzeit 
von 15 Minuten betrug der OD-Wert 0,663; bei 30 min 0,697; bei 45 min 0,741 und 
eine Blockzeit von 60 Minuten führte zu einem OD von 0,765. Um mit Sicherheit 
alle freien Bindungsstellen zu blocken, wurde eine Blockzeit von 60 Minuten gewählt. 
 
Optimierung der Blocktemperatur 
Der Blockschritt wurde sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 36 °C durchgeführt. 
Dazu wurden zwei Platten mit 2 µg/ml Antigen gecoatet (über Nacht bei 4 °C). Das 
weitere Prozedere entspricht dem Standardprotokoll (Kapitel 5.3.2.), nur die 
Verdünnung des primären Antikörpers wurde variiert. Der primäre Antikörper wurde 
1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000 verdünnt. Der sekundäre Antikörper wurde 
1:100000 verdünnt. Abbildung 18 zeigt das Ergebnis. 
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B) Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 18: Einfluss der Blocktemperatur auf die Kalibrierfunktion 
Coating-Temperatur: 4 °C; Coating-Konzentration: 2 µg/ml;  Blocktemperatur: A) 36 °C, B) RT; Konz. 
und Inkubationszeit des primären Antikörpers (IgY): 1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000, 60 min; 
Konz. und Inkubationszeit des sekundären Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Der Signalunterschied beim Blocken bei 36 °C betrug 1,037 und der OD-Wert am 
Wendepunkt war 0,615. Ein Blocken bei RT hingegen ergab einen Signalunterschied 
von 1,139 und einen OD-Wert am Wendepunkt von 0,768. Somit wurde in allen 
weiteren Versuchen bei RT geblockt. 
 
Einfluss der Konzentration des primären Antikörpers 
Dieses Experiment wurde mit der Optimierung der Coating-Temperatur kombiniert. 
Das Ergebnis ist in Abbildung 17 B) dargestellt. Aus der Abbildung ist ersichtlich, 
dass bei den Verdünnungen 1:5000 und 1:10000 die höchsten Signalunterschiede 
erhalten wurden. Der Signalunterschied war bei der 1:10000 Verdünnung etwas 
höher (1,146), als jener bei der niedrigsten Verdünnung (1,079) und die 
enzymatische Reaktion wurde erst nach zirka 10 min gestoppt, während bei einer 
1:5000 Verdünnung bereits nach zirka 8 Minuten gestoppt werden musste. Somit 
wurde eine Verdünnung des primären Antikörpers von 1:10000 als optimal 
angesehen.  
 
Ermittlung der Inkubationszeit des primären Antikörpers 
Bei diesem Versuch wurde die Mikrotiterplatte mit einer Konzentration von 1,5 µg/ml 
Antigen gecoatet. Der primäre Antikörper wurde 1:20000 verdünnt und die 
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Inkubationszeit zwischen 15, 30, 45 bzw. 60 min variiert. Der sekundäre Antikörper 
wurde 1:100000 verdünnt. Abbildung 19 zeigt das Ergebnis des Versuchs. 
Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 19: Einfluss der Inkubationszeit des primären Antikörpers (IgY) auf die Kalibrierfunktion 
Coating-Temperatur: 4 °C; Coating-Konzentration: 1,5 µg/ml; Konz. und Inkubationszeit des primären 
Antikörpers (IgY): 1:20000, 15, 30, 45 bzw. 60 min; Konz. und Inkubationszeit des sekundären 
Antikörpers: 1:100000, 60 min 
 
Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Inkubationszeit von 60 min den höchsten 
OD-Wert lieferte, weshalb bei allen weiteren Versuchen der primäre Antikörper 60 
min inkubiert wurde. 
 
Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers 
Das Prozedere war der Durchführung zur Optimierung der Inkubationszeit des 
primären Antikörpers sehr ähnlich. Der Unterschied bestand darin, dass die Coating-
AG-Konzentration 2 µg/ml betrug und die Inkubationszeit des sekundären 
Antikörpers zwischen 15 und 60 min variiert wurde. In Abbildung 20 ist das Ergebnis 
dargestellt. 
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Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 20: Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers (Anti-IgY*) auf die 
Kalibrierfunktion 
Coating-Temperatur: 4 °C; Coating-Konzentration: 2 µg/ml; Konz. und Inkubationszeit des primären 
Antikörpers (IgY): 1:20000, 60 min; Konz. und Inkubationszeit des sekundären Antikörpers (Anti-IgY*): 
1:100000, 15, 30, 45 bzw. 60 min 
 
Auch hier ist erkennbar, dass der Signalunterschied bei einer Inkubationsdauer von 
60 Minuten am höchsten ist. Somit wurde auch diese Inkubationsdauer auf 60 
Minuten festgelegt. 
 
4.4. Optimierte Bedingungen der ELISAs 
Die nachstehende Tabelle gibt die optimierten Parameter für beide ELISAs wieder. 
 
Tabelle 3: Optimierte Parameter des IgG- und des IgY-ELISAs 
Parameter IgG-ELISA IgY-ELISA 
Coating-AG-Konzentration 1,5 µg/ml 2 µg/ml 
Coating-Temperatur 4 °C 4 °C 
Blockzeit 15 min 60 min 
Blocktemperatur RT RT 
Konzentration des primären AK 1:30000 1:10000 
Inkubationszeit des primären AK 60 min 60 min 
Konzentration des sekundären AK 1:100000 1:100000 
Inkubationszeit des sekundären AK 60 min 60 min 
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4.5. Präzision und Nachweisgrenzen der beiden ELISAs 
Die optimierten ELISAs wurden im Hinblick auf Reproduzierbarkeit und 
Nachweisgrenzen miteinander verglichen. Die genaue Durchführung ist in Kapitel 
5.4. beschrieben. Es wurden 14 Standards im Konzentrationsbereich von 0,001-1000 
µg/ml verwendet. Abbildung 21 zeigt eine Kalibrierfunktion des optimierten IgG-
ELISAs. 
Lupineprotein-Konzentration [µg/ml]
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Abbildung 21: Intraday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgG-ELISAs. Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar (n=3; R²=0,9997) 
 
Die Punkte stellen die Mittelwerte und die Fehlerbalken die Standardabweichung der 
Dreifachbestimmung dar.  
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Abbildung 22 zeigt die Kalibrierfunktion des IgY-ELISAs.  
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10-4 10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104
O
D
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
 
 
Abbildung 22: Intraday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgY-ELISAs. Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar (n=3; R²=0,9998) 
 
Bei beiden ELISAs ist der Korrelationskoeffizient sehr hoch und die niedrige 
Standardabweichung zeigt die hohe Reproduzierbarkeit. Das Ausmaß der 
unspezifischen Bindung ist in beiden Fällen sehr niedrig. 
Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit von in verschiedenen Mikrotiterplatten 
durchgeführten Versuchen wurden die OD-Werte mit Hilfe folgender Formel normiert: 
 
100*[%] 
0





NSBB
NSBBOD  
 
NSB (non specific binding) ist das Signal bei der höchsten Konzentration an 
Lupineprotein (1000 µg/ml), B0 das Signal bei der niedrigsten Konzentration und B ist 
der Mittelwert aus der Dreifachbestimmung. Ein direkter Vergleich beider ELISAs ist 
in Abbildung 23 dargestellt. 
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Abbildung 23: Intraday-Reproduzierbarkeit des IgG-  und des IgY-ELISAs 
 
Die Kalibrierfunktionen sind sich sehr ähnlich. Es ist jedoch festzustellen, dass der 
Wendepunkt des IgY-ELISAs bei einer niedrigeren Lupineprotein-Konzentration liegt 
(die Kurve ist geringfügig nach links verschoben).  
 
Abbildung 24 (IgG-ELISA) und Abbildung 25 (IgY-ELISA) zeigen die Interday-
Reproduzierbarkeit der ELISAs. 
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Abbildung 24: Interday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgG-ELISAs 
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Abbildung 25: Interday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgY-ELISAs 
 
Beide ELISA zeichnen sich durch eine hohe Interday-Reproduzierbarkeit aus. 
 
Zur Ermittlung der Nachweisgrenzen (LOD, S/N=3) wurden die OD-Werte für die 
beiden niedrigsten AG-Konzentrationen herangezogen. Von den sechs Werten 
wurden der Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. Vom Mittelwert wurde 
die dreifache Standardabweichung subtrahiert und der erhaltene Wert in die 
Kalibrierfunktion eingesetzt. Die Nachweisgrenze wurden aus einem Mittelwert von je 
12 Mikrotiterplatten ermittelt und betrug beim IgG-ELISA 240 ng Lupineprotein/ml 
PBS und beim IgY-ELISA 210 ng Lupineprotein/ml PBS.  
 
4.6. Bestimmung der Kreuzreaktivität 
Zur Ermittlung einer eventuellen Kreuzreaktivität wurden insgesamt 31 Lebensmittel 
getestet. Ausgewählt wurden Lebensmittel, welche mit der Lupine verwandt sind (zB 
Soja, Erdnuss), und Lebensmittel, welche oft gemeinsam mit Lupine verarbeitet 
werden bzw. zusammen mit Lupine in kommerziell erhältlichen Produkten 
vorkommen. Dazu wurden die Proteine aus den jeweiligen Lebensmitteln extrahiert 
und die Konzentrationen mittels Bradford-Assay bestimmt. Die genaue Durchführung 
und die Durchführung der ELISAs sind in Kapitel 5.5. beschrieben. In Tabelle 4 sind 
die Lebensmittel und die erhaltenen Proteinkonzentrationen aufgelistet. 
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Tabelle 4: Proteinkonzentrationen der Extrakte der auf Kreuzreaktivität getesteten Lebensmittel 
Lebensmittel 
Proteinkonzentration 
[µg/ml] 
Belugalinse 235600 
Cashewkern 35000 
Dinkel 2700 
Erbse 2600 
Erdnuss 26000 
Gerste 1600 
Hafer 4200 
Haselnuss 29900 
Käferbohne 75600 
Kichererbse 15500 
Kürbiskern 15900 
Leinsamen 5000 
Linsen 217600 
Macadamia 8800 
Mais 600 
Mandel 49500 
Mohn 6000 
Mungobohne 111600 
Paranuss 24000 
Pekannuss 9000 
Pistazie 22500 
Reis 300 
Roggen 4200 
Rote Bohne 61800 
Rote Linsen 177600 
Sesam 10900 
Soja 4200 
Sonnenblumenkern 23500 
Walnuss 35000 
Weiße Bohne 84600 
Weizen 2900 
Zuckererbse 1400 
 
Es ist erkennbar, dass aus proteinreichen Lebensmitteln (Bohnen und Linsen) die 
höchsten Proteinkonzentrationen erhalten wurden. Extrakte aus Lebensmitteln wie 
Reis und Mais wiesen im Vergleich dazu eine niedrige Proteinkonzentration auf. Zur 
Bestimmung der Kreuzreaktivität wurden die Extrakte durch Verdünnen mit PBS auf 
einen Proteinkonzentrationsbereich von 0,0001-1000 µg Protein/ml eingestellt. 
Danach erfolgte die Durchführung der ELISAs. Abbildung 26 und 27 stellen je ein 
Beispiel eines Ergebnisses des Kreuzreaktivitätstests dar. 
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Abbildung 26: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf Weizen, Roggen und Hafer 
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Abbildung 27: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf Erbse, Pistazie und 
Zuckererbse 
 
Die Abbildungen zeigen, dass zu keinem oben angeführten Lebensmittel eine 
Kreuzreaktivität besteht.  
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In Abbildung 28 und 29 sind die Ergebnisse des Versuchs mit Pekannuss dargestellt. 
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Abbildung 28: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf Mais, Pekannuss und 
Zuckererbse 
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Abbildung 29: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf Erdnuss, Mais und Pekannuss 
 
Beide ELISAs zeigen zu Pekannuss eine geringe Kreuzreaktivität. Die 
Kreuzreaktivität ist jedoch vernachlässigbar klein. So liegt sie beim IgY-ELISA unter 
1% und beim IgG-ELISA bei zirka 1,5% (Berechnung siehe Kapitel 5.5.). 
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4.6.1. Ermittlung der Anwendbarkeit auf verschiedene Lupinesorten 
Neben der Untersuchung der 31 Lebensmittel wurde außerdem ermittelt, ob die 
Antikörper eine Kreuzreaktivität zu anderen Lupinespezies zeigten. Untersucht 
wurden die gelbe Lupine und verschiedenste Sorten der blauen Lupine. Die 
Proteinextraktion und die Durchführung der ELISAs ist in Kapitel 5.5. beschrieben. 
Tabelle 5 zeigt eine Auflistung der verschiedensten Sorten, sowie die 
Proteinkonzentration der Extrakte. 
 
Tabelle 5: Auflistung der Lupinesorten und der Proteinkonzentrationen der Extrakte 
Lupinespezies 
Proteinkonzentration 
[µg/ml] 
Blaue Lupine - Sana 20200 
Blaue Lupine - Haags Blaue 19600 
Blaue Lupine - Bora 22200 
Blaue Lupine - Boregine 19200 
Blaue Lupine - Vitabor 15300 
Blaue Lupine - Boruta 17200 
Blaue Lupine - Probor 16400 
Blaue Lupine - Haagena 21400 
Blaue Lupine - Borlu 19700 
Gelbe Lupine 7500 
 
Die erhaltenen Proteinkonzentrationen der Extrakte der verschiedenen Lupinesorten 
sind alle im selben Konzentrationsbereich, nur der Extrakt der gelben Lupine hatte 
eine geringere Proteinkonzentration. In den Abbildungen 30-33 sind einige 
Ergebnisse dargestellt. 
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Abbildung 30: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf die Lupinesorten: Sana, Haags 
Blaue und Bora 
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Abbildung 31: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf die gelbe Lupine 
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Abbildung 32: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf die Lupinesorten Haags Blaue, 
Bora und Vitabor 
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Abbildung 33: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf die Lupinesorten Boruta und 
Boregine und die gelbe Lupine 
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Tabelle 6 gibt die Kreuzreaktivitäten beider ELISAs für die einzelnen Sorten wieder. 
 
Tabelle 6: Auflistung der Lupinesorten und der entsprechenden Kreuzreaktivität 
Lupinespezies 
Kreuzreaktivität 
[%] 
(IgG-ELISA) 
Kreuzreaktivität 
[%] 
(IgY-ELISA) 
Blaue Lupine - Sana 84,3 52,3 
Blaue Lupine - Haags Blaue 98,9 76,7 
Blaue Lupine - Bora 96,0 79,0 
Blaue Lupine - Boregine 48,2 44,8 
Blaue Lupine - Vitabor 44,5 54,2 
Blaue Lupine - Boruta 53,5 57,3 
Blaue Lupine - Probor 158,3 8,4 
Blaue Lupine - Haagena 94,0 14,2 
Blaue Lupine - Borlu 50,7 32,7 
Gelbe Lupine 28,7 5,1 
 
Wie aus den Abbildungen und der Tabelle ersichtlich, ist die Anwendbarkeit der 
ELISAs auf verschiedenste Lupinesorten gegeben. Die Kreuzreaktivität ist bei vielen 
Sorten der blauen Lupine im Bereich von 50-100%. Auffallend ist, dass der IgG-
Antikörper zur Sorte Probor eine sehr hohe Kreuzreaktivität zeigt, während die 
Affinität des IgY zu dieser Sorte sehr gering ist. Erkennbar ist außerdem, dass beide 
Assays zur gelben Lupine die geringste Kreuzreaktivität zeigen. Da in unseren 
Breiten jedoch die weiße Lupine, in anderen Ländern auch die blaue Lupine, als 
Lebensmittel verwendet wird, ist die geringe Affinität zur gelben Lupine nicht von 
Bedeutung. Die gelbe Lupine wird üblicherweise als Futtermittel verwendet. 
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4.7. Optimierung des Extraktionsschritts 
Die Probenaufarbeitung wurde im Vorfeld im Rahmen der Dissertation von Christina 
Ecker optimiert. Bevor jedoch alle Proben extrahiert werden konnten, musste noch 
die Dauer des Extraktionsschritts optimiert werden. Dazu wurden drei kommerziell 
erhältliche Lupineprodukte (vegetarisches Schnitzel, Nudel und Cracker) 
unterschiedlich lange extrahiert. Es wurden je 10 g der Probe mit 50 ml 
Extraktionspuffer vermischt und 2, 5, 8 bzw. 12 min mit dem Ultraturrax 
homogenisiert. Die genaue Durchführung ist in Kapitel 5.6. angeführt. Um die 
Reproduzierbarkeit der Probenaufarbeitung zu untersuchen, wurden alle Proben 
zweimal extrahiert. Zur Ermittlung der optimalen Extraktionszeit wurden sowohl die 
Proteinkonzentrationen (ermittelt mittels Bradford-Assay) als auch die Lupineprotein-
Konzentrationen (ermittelt mittels IgG-ELISA) der unterschiedlichen Extrakte 
bestimmt. Die Tabellen 7 und 8 zeigen die Ergebnisse des Bradford-Assays für die 
Cracker- und Nudelextrakte.  
 
Tabelle 7: Proteinkonzentration der Nudelextrakte 
Extraktionszeit  
[min] 
Proteinkonzentration [µg/g] 
1.Extraktion 2.Extraktion 
2 4387 6176 
5 5282 6861 
8 4650 7545 
12 5492 7229 
 
Tabelle 8: Proteinkonzentration der Crackerextrakte 
Extraktionszeit  
[min] 
Proteinkonzentration [µg/g] 
1.Extraktion 2.Extraktion 
2 3887 4913 
5 3466 7124 
8 3887 6045 
12 3703 5018 
 
In beiden Fällen konnte keine Korrelation zwischen der Extraktionszeit und der 
Proteinkonzentration des Extrakts festgestellt werden. 
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Zur Überprüfung, ob dasselbe Resultat auch für die Lupineprotein-Konzentration 
zutrifft, wurde diese ebenfalls ermittelt (siehe Tabellen 9-11). 
 
Tabelle 9: Lupineprotein-Konzentration der Nudelextrakte 
Extraktionszeit 
[min] 
Lupineprotein-Konzentration [µg/g] 
1.Extraktion 1.Extraktion 2.Extraktion 
2 18511 18588 14565 
5 11491 10814 14952 
8 17741 14006 14444 
12 18230 21010 14990 
 
Tabelle 10: Lupineprotein-Konzentration der Crackerextrakte 
Extraktionszeit 
[min] 
Lupineprotein-Konzentration [µg/g] 
1.Extraktion 1.Extraktion 2.Extraktion 
2 189 143 205 
5 231 149 191 
8 212 259 171 
12 200 152 216 
 
Tabelle 11: Lupineprotein-Konzentration der Extrakte aus vegetarischem Schnitzel 
Extraktionszeit  
[min] 
Lupineprotein-Konzentration [µg/g] 
1.Extraktion 2.Extraktion 
2 6437 6517 
5 5894 8375 
8 4818 8611 
12 7463 8276 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Dauer der Extraktion nicht mit der Lupineprotein-
Konzentration korreliert. Somit wurden alle weiteren Extraktionen zwei Minuten lang 
durchgeführt.  
 
4.8. Einfluss der Lebensmittelmatrix und Berechnung der Nachweisgrenzen 
Der Nachweis von Allergenen in Lebensmitteln stellt immer eine Herausforderung 
dar, da die meisten Lebensmittel sehr komplexe Matrizes sind. Matrixinterferenzen 
müssen deshalb immer untersucht bzw. berücksichtigt werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde auf eventuelle Matrixeffekte anhand von sechs Lebensmitteln getestet. 
  Ergebnisse und Diskussion 
 69 
Es wurden dazu Lebensmittel ausgewählt, welche im Handel oftmals Lupine bzw. 
Lupinenmehl enthalten: Brot, Nudeln, Grünkernlaibchen, Zwieback, Tofu und 
Vollkornkekse. Die Lebensmittel wurden im Vorfeld analysiert, in keinem Produkt 
konnte Lupine nachgewiesen werden. Die Lebensmittel wurden, wie in Kapitel 5.7. 
beschrieben, extrahiert. Die gewonnenen Extrakte wurden danach 1:5 und 1:10 bzw. 
1:10 und 1:20 verdünnt. Die Herstellung der Standardreihe erfolgte in PBS bzw. 
durch Verdünnen der Lupineproteine mit den Lebensmittelextrakten (verdünnt oder 
unverdünnt eingesetzt).  
 
4.8.1. Matrixeffekte und Nachweisgrenzen des IgG-ELISAs  
Die mit dem IgG-Assay erhaltenen Kalibrierfunktionen sind in den Abbildungen 34-39 
dargestellt. 
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Abbildung 34: Einfluss der Lebensmittelmatrix Brot auf die Kalibrierfunktion des IgG-ELISAs 
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Abbildung 35: Einfluss der Lebensmittelmatrix Nudel auf die Kalibrierfunktion des IgG-ELISAs 
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Abbildung 36: Einfluss der Lebensmittelmatrix Zwieback auf die Kalibrierfunktion des IgG-ELISAs 
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Abbildung 37: Einfluss der Lebensmittelmatrix Grünkernlaibchen auf die Kalibrierfunktion des IgG-
ELISAs 
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Abbildung 38: Einfluss der Lebensmittelmatrix Vollkornkeks auf die Kalibrierfunktion des IgG-ELISAs 
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Abbildung 39: Einfluss der Lebensmittelmatrix Tofu auf die Kalibrierfunktion des IgG-ELISAs 
 
Alle Ergebnisse zeigen, dass die Probenextrakte verdünnt werden müssen, da die 
Standardreihen, die in den reinen Matrizes erhalten wurden, deutlich von jenen in 
PBS abweichen. Bei den Matrizes Zwieback und Grünkernlaibchen ist festzustellen, 
dass eine Verdünnung des Extrakts von 1:10 nur mehr zu einer sehr geringen 
Abweichung von der Standardreihe in PBS führt. Im Falle von Vollkornkeks und Brot 
wurden die größten Abweichungen von der in PBS erhaltenen Kalibrierfunktion 
beobachtet. Eine Probenverdünnung von 1:10 wurde jedoch als ausreichend 
angesehen, um Matrixinterferenzen deutlich zu reduzieren. 
 
Um die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des IgG-ELISAs in Lebensmitteln zu 
ermitteln, wurden die OD-Werte der niedrigsten Antigen-Konzentrationen (erstellt in 
der Lebensmittelmatrix 1:10 verdünnt mit PBS) herangezogen. Es wurden der 
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Nach Abzug der dreifachen 
(LOD) bzw. zehnfachen (LOQ) Standardabweichung vom Mittelwert wurde in die 
Kalibrierfunktion der Standardreihe eingesetzt. In Brot ergibt sich somit 
beispielsweise ein LOD von 0,32 µg Lupineprotein/ml. Durch die in Kapitel 5.1.2. 
beschriebene Aufarbeitung des Lupinenmehls und einer Probenverdünnung von 1:10 
resultiert eine Nachweisgrenze in Brot von 16 µg Lupineprotein/g Lebensmittel. 
Tabelle 12 fasst die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen für Lupineprotein in den 
sechs Lebensmittelmatrizes in µg/ml und in µg/g Probe zusammen. 
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Tabelle 12: Nachweis- und Bestimmungsgrenze des IgG-ELISAs in verschiedenen 
Lebensmittelmatrizes  
Matrix 
Lupineprotein-Konzentration 
[µg/ml] 
Lupineprotein-Konzentration
[µg/g]  
LOD  LOQ  LOD  LOQ  
PBS 0,24 0,91 12 46
Brot 0,32 1,17 16 58
Nudel 0,24 0,57 12 28
Vollkornkeks 0,41 1,35 20 67
Zwieback 0,09 0,52 4 26
Laibchen 0,34 0,63 17 31
Tofu 0,24 0,94 12 47
 
Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in den Lebensmittelmatrizes unterschieden 
sich nicht sehr stark von jenen in PBS. Um dennoch falsch-positive Ergebnisse zu 
vermeiden, wurde der Mittelwert aus fünf LODs bzw. LOQs (die Matrix Zwieback  
wurde aufgrund des deutlich niedrigeren LODs nicht berücksichtigt) ermittelt. Die 
Nachweisgrenze für Lupinenmehl wurde durch Bestimmung seines Proteingehalts 
berechnet. Im Durchschnitt wurde ein Proteingehalt von 53,2 mg/ml PBS (= 266 mg 
Protein/g Lupinenmehl) aus dem Lupinenmehl extrahiert (siehe Kapitel 4.1.1.), 
daraus ergibt sich ein Faktor von 3,8, um aus dem mittels des ELISAs bestimmten 
Proteingehalts auf den Gehalt an Lupinenmehl zu schließen. Die Nachweisgrenze für 
Lupinenmehl betrug somit 60 µg Lupinenmehl/g Lebensmittelprobe. Tabelle 13 zeigt 
die LODs bzw. LOQs für den IgG-ELISA. 
 
Tabelle 13: Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze des IgG-ELISAs 
Konzentration 
Nachweisgrenze 
(S/N=3) 
Bestimmungsgrenze 
(S/N=10) 
in µg Lupineprotein/ml PBS 0,31 0,93
in µg Lupineprotein/g Lebensmittel 16 46
in µg Lupinenmehl/g Lebensmittel 60 174
 
  Ergebnisse und Diskussion 
 74 
4.8.2. Matrixeffekte und Nachweisgrenzen des IgY-ELISAs  
Die Abbildungen 40-45 zeigen die Ergebnisse für den IgY-ELISA. 
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Abbildung 40: Einfluss der Lebensmittelmatrix Brot auf die Kalibrierfunktion des IgY-ELISAs 
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Abbildung 41: Einfluss der Lebensmittelmatrix Nudel auf die Kalibrierfunktion des IgY-ELISAs 
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Abbildung 42: Einfluss der Lebensmittelmatrix Zwieback auf die Kalibrierfunktion des IgY-ELISAs 
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Abbildung 43: Einfluss der Lebensmittelmatrix Grünkernlaibchen auf die Kalibrierfunktion des IgY- 
ELISAs 
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Abbildung 44: Einfluss der Lebensmittelmatrix Tofu auf die Kalibrierfunktion des IgY-ELISAs 
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Abbildung 45: Einfluss der Lebensmittelmatrix Vollkornkeks auf die Kalibrierfunktion des IgY-ELISAs 
 
Die Lebensmittelmatrizes Brot, Zwieback und Tofu zeigen nur eine geringe 
Auswirkung auf die Kalibrierfunktion. Bei allen drei Matrizes ist deutlich zu erkennen, 
dass eine Verdünnung von 1:10 ausreicht, um Matrixinterferenzen zu verhindern. 
Auch bei anderen Matrizes kam es bei dieser Verdünnung nur zu geringen 
Abweichungen von der in PBS erstellten Kalibrierfunktion. Die größten 
Abweichungen wurden bei der Vollkornkeksmatrix beobachtet. 
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Die Berechnung der Nachweisgrenze erfolgte wie beim IgG-ELISA (siehe Kapitel 
4.8.1.). Tabelle 14 fasst die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des IgY-ELISAs für 
Lupineprotein in µg/ml und in µg/g Lebensmittel zusammen. 
 
Tabelle 14: Nachweis- und Bestimmungsgrenze in verschiedenen Lebensmittelmatrizes 
Matrix 
Lupineprotein-Konzentration 
[µg/ml] 
Lupineprotein-Konzentration
[µg/g]  
LOD  LOQ  LOD  LOQ  
PBS 0,21 0,83 10 42
Brot 0,23 0,46 11 23
Nudel 0,06 0,08 3 4
Vollkornkeks 0,67 1,57 34 79
Zwieback 0,08 0,28 4 14
Laibchen 0,15 0,22 7 11
Tofu 0,20 0,81 10 41
 
Auch im Fall des IgY-ELISAs sind die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in den 
Lebensmittelmatrizes sehr ähnlich zu jenen in PBS, nur in der Vollkornkeksmatrix 
sind der LOD und der LOQ höher. Tabelle 15 zeigt die Nachweis- und 
Bestimmungsgrenze des IgY-ELISAs. Die Berechnung wurde wie beim IgG-ELISA 
durchgeführt. Die Matrizes Laibchen, Zwieback und Nudel wurden aufgrund der 
deutlich niedrigeren LODs bei der Berechnung nicht berücksichtigt. 
 
Tabelle 15: Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze des IgY-ELISAs 
Konzentration 
Nachweisgrenze 
(S/N=3) 
Bestimmungsgrenze 
(S/N=10) 
in µg Lupineprotein/ml PBS 0,37 0,95
in µg Lupineprotein/g Lebensmittel 18 47
in µg Lupinenmehl/g Lebensmittel 70 180
 
Beide ELISAs weisen somit ähnliche Nachweisgrenzen auf. 
 
4.9. Bestimmung der Wiederfindung 
Die Wiederfindung ist ein wichtiges Kriterium, um die Richtigkeit einer Methode zu 
ermitteln. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wiederfindung auf zwei verschiedene 
Arten bestimmt. Im einen Fall wurden lupinefreie Lebensmittel mit Lupinenmehl 
gespikt, im anderen Fall wurden Modelllebensmittel untersucht. 
  Ergebnisse und Diskussion 
 78 
4.9.1. Spiken 
Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden lupinefreie Lebensmittel ausgesucht, 
welche oft Lupine enthalten und sich somit als Matrix eignen. Diese Lebensmittel 
wurden im Vorfeld analysiert und in keinem Produkt konnte Lupine nachgewiesen 
werden. Es wurden die Lebensmittelmatrizes Brot, Nudel, Grünkernlaibchen und 
Zwieback mit Lupinenmehl gespikt. Die Spikelevel betrugen 1% (=10000 µg 
Lupinenmehl/g Lebensmittelprobe); 0,5%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005% und 0,001%. 
Zur Herstellung der gespikten Proben wurden im ersten Schritt 2 g Lupinenmehl mit 
198 g zerkleinerter Lebensmittelmatrix 20 min gemischt. Die Herstellung der weiteren 
Konzentrationen erfolgte durch „Verdünnen“ der gespikten Matrix mit der reinen 
Lebensmittelmatrix. Die genaue Durchführung ist in Kapitel 5.8.1. beschrieben. In der 
Tabelle 16 sind die Ergebnisse für den IgG-Assay dargestellt. Der Spikelevel ist in µg 
Lupinenmehl/g Lebensmittel und die Wiederfindung in % angegeben. 
 
Tabelle 16: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Lebensmittelmatrizes Zwieback, 
Grünkernlaibchen, Brot und Nudel mit dem IgG-ELISA 
Spikelevel  
[µg Lupinenmehl/g] 
Wiederfindung [%] in  
Zwieback 
Grünkern- 
laibchen  Brot  Nudel 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD
10 <LOD <LOD <LOD <LOD
50 <LOQ <LOQ <LOD <LOD
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOD
500 128 93 94 <LOQ
1000 154 106 95 43
5000 158 122 110 113
10000 148 93 88 24
 
Die Nachweisgrenze des IgG-ELISAs beträgt 60 µg Lupinenmehl/g, weshalb 
Lupinenmehl bei einem Spikelevel von 0,001% (=10 µg Lupinenmehl/g) nicht 
detektiert werden konnte. Bei dem Spikelevel von 0,005% konnte Lupinenmehl nur in 
Zwieback und Grünkernlaibchen detektiert werden. Ab einem Spikelevel von 0,05% 
konnte Lupine in drei von vier Matrizes quantifiziert werden. In Brot und 
Grünkernlaibchen lag die Wiederfindung zwischen 88 und 122%. Im Zwieback lag 
die Wiederfindung über 100% und in den Nudeln lag sie in zwei von drei Fällen 
deutlich unter 100 %. Der Grund für die geringe und streuende Wiederfindung in den 
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Nudeln könnte daran liegen, dass die Nudeln nicht so fein zerkleinert werden 
konnten und es dadurch zu einer inhomogenen Verteilung der Lupine kam.  
 
Tabelle 17 fasst die Wiederfindung des IgY-ELISAs zusammen. 
 
Tabelle 17: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Lebensmittelmatrizes Zwieback, 
Grünkernlaibchen, Brot und Nudel mit dem IgY-ELISA 
Spikelevel  
[µg Lupinenmehl/g] 
Wiederfindung [%] in  
Zwieback 
Grünkern- 
laibchen  Brot  Nudel 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD
10 <LOD <LOD <LOD <LOD
50 <LOD <LOQ <LOD <LOD
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOD
500 83 105 111 <LOQ
1000 105 120 115 49
5000 97 107 99 106
10000 107 113 105 30
 
Auch mit diesem Assay konnte Lupine beim niedrigsten Spikelevel nicht detektiert 
werden. Eine Quantifizierung war, mit Ausnahme der Nudelmatrix, ab dem Spikelevel 
von 500 µg/g möglich. In Zwieback, Grünkernlaibchen und Brot lag die 
Wiederfindung zwischen 83 und 120%. Die Wiederfindung in der Nudelmatrix war, 
wie auch beim IgG-ELISA, bei zwei Spikelevels zu niedrig. 
 
4.9.2. Modelllebensmittel 
Hergestellt wurden die Lebensmittel Brot, Nudel, Laibchen und Kekse von Dipl.-Ing. 
Dr. Angelika Petrasch und Dipl.-Ing. Gertrud Linsberger-Martin (an der Universität für 
Bodenkultur). Der Konzentrationsbereich lagen zwischen 0 und zirka 400000 µg 
Lupinenmehl/g Teig. Die Herstellung der Lebensmittel ist in Kapitel 5.8.2. 
beschrieben. Die Kekse wurden nach dem Mischen aller Zutaten für 10 min bei  
180 °C gebacken. Die Nudeln wurden über Nacht bei 50 °C getrocknet. Die Laibchen 
wurden für 20 Minuten bei 150 °C gebraten und das Brot wurde nach zweimaliger 
Fermentation 30 Minuten bei 180 °C gebacken. Jedes Lebensmittel wurde zweimal 
extrahiert und jeder Extrakt wurde dreimal mit beiden ELISAs analysiert. Die genaue 
Durchführung ist in Kapitel 5.8.2. beschrieben.  
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4.9.2.1. Ergebnisse der Wiederfindung mittels IgG-ELISA 
Die Ergebnisse für den Keksteig bzw. die Kekse sind in Tabelle 18 und 19 
dargestellt.  
 
Tabelle 18: Wiederfindung von Lupinenmehl im Keksteig 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOQ -
50 <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
75 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
238 204 219 253 227 245 279 100±11
1000 968 1148 934 935 1026 958 99±8
2380 2410 2313 2467 2341 2391 2456 101±3
23804 22950 20636 21078 24426 22436 20126 92±7
238044 202860 172302 + 261858 193323 169328 84±16
+Probenextrakt wurde nicht gemessen 
 
Tabelle 19: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Keksen 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD -
75 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD -
100 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD -
238 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
1000 432 281 298 319 311 257 32±6
2380 1005 1083 1015 970 1094 927 43±3
23804 12487 9792 12539 11725 12427 10034 48±5
238044 160950 + 142056 156876 176619 153394 66±5
+Probenextrakt wurde nicht gemessen 
 
Im Keksteig konnte Lupinenmehl ab einer Konzentration von 50 µg/g in fünf von 
sechs Bestimmungen detektiert werden. Die Quantifizierung war ab einer 
Konzentration von 238 µg/g möglich. Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 84 
und 101%. In den Keksen konnte Lupine erst ab einer Konzentration von 238 µg/g 
detektiert werden, die Quantifizierung war ab einer Konzentration von 1000 µg/g 
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möglich. Die Wiederfindung in den Keksen war deutlich niedriger als die 
Wiederfindung im Teig. Die Ergebnisse zeigen, dass die Verarbeitung einen starken 
Einfluss auf die Wiederfindung von Lupineprotein hat. 
 
In den Tabellen 20 und 21 sind die Ergebnisse für die Nudeln dargestellt. 
 
Tabelle 20: Wiederfindung von Lupinenmehl im Nudelteig 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD -
75 <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD -
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
384 350 359 295 360 331 246 84±12
3837 2100 2713 1822 2283 2291 1653 56±10
38372 32780 31797 32789 25213 21735 23869 73±13
383721 347108 376466 333359 331365 268713 278320 84±11
 
Tabelle 21: Wiederfindung von Lupinenmehl in Nudeln 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
75 <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD -
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD -
384 409 329 391 281 342 297 89±13
3837 3184 2983 2212 2781 2719 3158 74±9
38372 46243 39648 30176 33637 40975 40549 100±15
383721 568263 481685 487050 437646 487318 470055 127±11
 
In den Nudeln konnte Lupinenmehl erst ab einer Konzentration von 384 µg 
Lupinenmehl/g Teig detektiert und auch quantifiziert werden, während im Teig eine 
Detektion ab 100 µg/g möglich war. Lupinenmehl konnte im Teig ab einer 
Konzentration von 384 µg/g quantifiziert werden. Es ist erkennbar, dass die 
Wiederfindung im Nudelteig (56-84%) etwas niedriger war als in den Nudeln (74-
127%). Der Grund liegt darin, dass der Nudelteig zur Herstellung von Nudeln 
getrocknet wurde und dadurch an Gewicht verlor.  
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Die Ergebnisse für die Laibchen sind in den Tabellen 22 und 23 dargestellt.  
 
Tabelle 22: Wiederfindung von Lupinenmehl in der rohen Laibchenmasse 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD -
100 <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOD -
631 583 465 497 445 400 585 79±12
6310 4097 4446 6247 5662 5033 5468 82±13
63107 51292 53161 58732 47071 55486 59166 86±7
 
Tabelle 23: Wiederfindung von Lupinenmehl in den gebratenen Laibchen 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
100 <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD -
631 <LOQ <LOQ 202 <LOQ <LOQ 175 -
6310 1300 882 1505 1353 1737 1345 21±4
63107 25134 20335 21173 21371 20701 26076 36±4
 
In der rohen Laibchenmasse konnte erst eine Konzentration von 631 µg 
Lupinenmehl/g Teig detektiert und auch quantifiziert werden. Die Wiederfindung lag, 
mit Werten zwischen 79 und 86%, unter der Wiederfindung in den Nudeln bzw. 
Keksen. Der Grund lag wahrscheinlich in der Komplexität der Matrix, welche die 
Extraktion der Lupineproteine beeinträchtigte. Bei den gebratenen Laibchen waren 
eine Detektion ab 631 µg/g und eine Quantifizierung ab 6310 µg/g möglich. Die 
Ergebnisse zeigen, dass auch bei diesem Lebensmittel die Verarbeitung einen 
starken Einfluss auf die Wiederfindung von Lupineprotein hat, da diese bei den 
gebratenen Laibchen nur zwischen 21 und 36% lag. 
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In den Tabellen 24 und 25 sind die Ergebnisse für das Brot dargestellt. 
 
Tabelle 24: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brotteig 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOQ -
100 <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
304 209 228 236 296 239 327 80±11
3040 2402 2196 2413 2284 2136 2630 75±4
30401 22162 15401 20582 22078 27485 24734 71±14
304014 219781 179162 216009 229721 271396 267482 73±11
 
Tabelle 25: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brot 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
100 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
304 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD -
3040 232 186 <LOQ <LOQ 274 239 7±2
30401 1790 1227 2234 2234 1626 1999 6±1
304014 19613 16971 16804 20136 19958 15325 6±1
 
Im Brotteig konnte eine Konzentration von 100 µg Lupinenmehl/g Teig in fünf von 
sechs Bestimmungen detektiert werden. Die Quantifizierung war ab einer 
Konzentration von 304 µg/g möglich. Die Wiederfindung lag zwischen 71 und 80%, 
was darauf hindeutet, dass Proteine aus dem Hefeteig schlecht extrahiert werden 
konnten bzw. könnten Proteine denaturiert worden sein. Im Brot konnte Lupine ab 
einer Konzentration von 3040 µg Lupinenmehl/g Probe detektiert und ab einer 
Konzentration von 30401 µg/g quantifiziert werden. Die Wiederfindung lag unter 
10%.  
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4.9.2.2. Ergebnisse der Wiederfindung mittels IgY-ELISA 
Die Ergebnisse der Wiederfindung im Keksteig und in den Keksen sind in den 
Tabellen 26 und 27 zusammengefasst. 
 
Tabelle 26: Wiederfindung von Lupinenmehl im Keksteig 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOQ -
75 <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
100 <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
238 255 <LOQ 278 242 221 315 110±15
1000 821 998 1431 916 897 1081 102±22
2380 2259 1884 2525 2370 1822 2609 94±14
23804 22516 19073 21962 21613 17990 22633 88±8
238044 182578 + 219903 194876 182549 178346 81±7
+Probenextrakt wurde nicht gemessen 
 
Tabelle 27: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Keksen 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD -
75 <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD -
100 <LOD <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
238 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 196 <LOQ -
1000 322 391 407 338 406 290 36±5
2380 1186 1804 1045 982 1212 1390 53±13
23804 8003 13206 10709 10138 14009 12663 48±9
238044 + + + 185388 214796 160729 79±11
+Probenextrakt wurde nicht gemessen 
 
Im Keksteig waren eine Detektion ab einer Konzentration von 75 µg/g und eine 
Quantifizierung ab 238 µg Lupinenmehl/g in fünf von sechs Bestimmungen möglich. 
In den Keksen konnte eine Konzentration von 100 µg/g in fünf von sechs 
Bestimmungen detektiert und eine Lupinenmehl-Konzentration von 1000 µg/g 
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quantifiziert werden. Auch bei diesem Assay war die Wiederfindung im gebackenen 
Produkt (36-79%) niedriger als im rohen (81-110%). 
 
Die Tabellen 28 und 29 zeigen die Ergebnisse für die Nudelextrakte. 
 
Tabelle 28: Wiederfindung von Lupinenmehl im Nudelteig 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ -
50 <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOQ -
75 <LOQ <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ -
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
384 362 355 331 446 375 422 99±10
3837 2980 2807 1710 2535 3409 2417 73±18
38372 41207 37265 31901 32577 28930 27489 89±13
383721 374156 338022 370172 360291 375846 478921 100±12
 
Tabelle 29: Wiederfindung von Lupinenmehl in Nudeln 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD -
75 <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD -
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
384 403 380 448 289 361 331 96±15
3837 3640 3294 2811 2964 2733 2520 78±11
38372 45976 44260 45202 41564 39461 30218 107±15
383721 529449 517777 515541 607457 533260 503888 139±10
 
Im Nudelteig war eine Detektion von 75 µg Lupinenmehl/g Teig in fünf von sechs 
Bestimmungen möglich, während in den Nudeln erst eine Konzentration von 100 
µg/g detektiert werden konnten. Die Quantifizierung war sowohl in den Nudeln als 
auch im Nudelteig ab einer Konzentration von 384 µg/g möglich. Die Wiederfindung 
lag sowohl im Nudelteig als auch in den Nudeln zwischen 73 und 100%, nur bei den 
beiden höchsten Konzentrationen lag in den Nudeln die Wiederfindung über 100 %.  
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Die Ergebnisse für die Laibchen sind in den Tabellen 30 und 31 dargestellt. 
 
Tabelle 30: Wiederfindung von Lupinenmehl in der rohen Laibchenmasse 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD -
75 <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD -
100 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD -
631 472 484 532 514 584 379 78±11
6310 5444 4868 6525 6080 5575 4913 88±10
63107 58164 59343 76227 59311 58829 52734 96±13
 
Tabelle 31: Wiederfindung von Lupinenmehl in den gebratenen Laibchen 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
100 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
631 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
6310 1338 1433 1358 1915 1666 1934 25±4
63107 20524 19011 19225 28154 28158 23256 37±7
 
Wie beim IgG-ELISA konnte auch mittels IgY-ELISA Lupine in der rohen 
Laibchenmasse erst ab einer Konzentration von 631 µg/g detektiert und auch 
quantifiziert werden. Die Wiederfindung lag mit Werten zwischen 78 und 96% im 
Bereich der Wiederfindung des IgG-Assays. In den gebratenen Laibchen konnte 
Lupine bei einer Konzentration von 631 µg/g nachgewiesen werden. Eine 
Quantifizierung war ab einer Konzentration von 6310 µg/g möglich. Die 
Wiederfindung in den gebratenen Laibchen (25-37%) war der Wiederfindung des 
IgG-ELISAs (21-36%) sehr ähnlich.  
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In den Tabellen 31 und 32 sind die Ergebnisse für das Brot aufgelistet. 
 
Tabelle 32: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brotteig 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD -
100 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOQ -
304 <LOQ 182 224 201 239 289 75±13
3040 2310 1835 2516 1953 2250 1946 70±9
30401 19597 14170 23043 15477 20269 16534 60±11
304014 182681 137028 222342 217732 216140 276765 69±15
 
Tabelle 33: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brot 
Lupinenmehl- 
konzentration 
[µg/g] 
1.Extraktion [µg/g] 2.Extraktion [µg/g] Wiederfindung
[%] 
MW±STABW Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
0 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
75 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
100 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
304 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD -
3040 293 239 296 372 361 289 10±2
30401 2337 2276 1254 1577 1980 1615 6±1
304014 29188 28717 24837 24510 26395 24442 9±1
 
Im Brotteig war die Detektion ab einer Konzentration von 304 µg Lupinenmehl/g Teig 
möglich, während im Brot Lupine erst ab einer Konzentration von 3040 µg 
Lupinenmehl/g detektiert werden konnte. Die Quantifizierung war im Teig ab einer 
Konzentration von 304 µg/g in fünf von sechs Bestimmungen, im Brot ab einer 
Konzentration von 3040 µg/g möglich. Die Wiederfindung lag im Brotteig zwischen 60 
und 75%. Im Brot lag die Wiederfindung zwischen 6 und 10%. Die Wiederfindung im 
Hefeteig ist sowohl beim IgG-Assay als auch beim IgY-Assay niedrig, was darauf 
hindeutet, dass die Proteine aus dieser Matrix nicht vollständig extrahiert werden 
können. 
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4.9.2.3. Einfluss der Verarbeitung auf die Proteinkonzentration 
Der Grund dafür, dass die Wiederfindung in verarbeiteten Produkten (Keksen, 
Laibchen und Brot) niedriger ist als in den rohen Produkten, kann am 
Verarbeitungsprozess liegen und/oder an der Effizienz der Extraktion der Proteine 
aus den verarbeiteten Lebensmitteln. Wie in Kapitel 1.1.9 bzw. Kapitel 1.2.4. 
beschrieben, kann die Art der Behandlung bzw. Verarbeitung einen Einfluss auf die 
Proteine haben. So kann es beispielsweise zur Denaturierung kommen, wodurch 
eine Bindung an den Antikörper und somit ein Nachweis mittels ELISA nicht mehr 
möglich ist. Die Verarbeitung kann jedoch auch dazu führen, dass die Extraktion der 
Proteine beeinträchtigt wird. So kann die Löslichkeit der Allergene gesenkt werden, 
was dazu führen kann, dass die Proteine nicht vollständig extrahiert werden können. 
[Sathe & Sharma, 2009] Um die Ursache für die niedrigere Wiederfindung zu finden, 
wurden die Extrakte der rohen und der verarbeiteten Proben einer 
Proteinbestimmung mit dem Bradford-Assay unterzogen. Die Abbildungen 46 und 47 
zeigen den Gesamtproteingehalt (ermittelt mittels Bradford-Assay) und den Gehalt 
an Lupineprotein (ermittelt mit dem IgG-ELISA bzw. mit dem IgY-ELISA) von 
Modelllebensmitteln mit dem zweithöchsten Spikelevel an Lupinenmehl. Der 
dunkelblaue Abschnitt stellt die Konzentration an Lupineprotein in µg/ml dar, 
während der hellblaue Balken die Konzentration der restlichen Proteine in µg/ml 
anzeigt.  
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Abbildung 46: Gesamtproteinkonzentration [µg/ml] der Extrakte aus rohen und verarbeiteten 
Modelllebensmitteln I 
Die Gesamtproteinkonzentration wurde mit dem Bradford-Assay, die Lupineprotein-Konzentration mit 
dem IgG-ELISA ermittelt. 
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Abbildung 47: Gesamtproteinkonzentration [µg/ml] der Extrakte aus rohen und verarbeiteten 
Modelllebensmitteln II 
Die Gesamtproteinkonzentration wurde mit dem Bradford-Assay, die Lupineprotein-Konzentration mit 
dem IgY-ELISA ermittelt. 
 
Vergleicht man die Ergebnisse für den Keksteigextrakt mit jenen für den Keksextrakt, 
ist zu erkennen, dass aus den Keksen alle Proteine schlechter extrahiert werden, da 
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die Konzentration an Gesamtprotein um den gleichen Faktor abnimmt wie die 
Konzentration an Lupineprotein. Ein Vergleich der Ergebnisse für den Brotteigextrakt 
mit jenen für den Brotextrakt zeigt, dass hier ebenfalls die Extrahierbarkeit aller 
Proteine durch die Verarbeitung gesenkt wird. Die mit den ELISAs bestimmte 
Konzentration an Lupineprotein im Extrakt ist jedoch signifikant niedriger als die mit 
dem Bradford-Assay ermittelte Konzentration, was darauf hinweist, dass die Affinität 
des Antikörpers für die Lupineproteine herabgesetzt ist. Der Vergleich der 
Ergebnisse für rohe und gebratene Laibchen zeigt, dass die mit den ELISAs 
ermittelte Lupineprotein-Konzentration nicht so stark abnimmt, wie die mit dem 
Bradford-Assay ermittelte Konzentration. In diesem Fall scheint der Antikörper die 
Lupineproteine im verarbeiteten Produkt nicht schlechter zu binden, sondern es 
kommt wahrscheinlich während der Verarbeitung zu Denaturierungen 
verschiedenster Proteine bzw. verschlechtert sich die Effizienz der Extrahierbarkeit 
anderer Proteine im Vergleich zu der der Lupineproteine. Es ist außerdem 
erkennbar, dass aus den Nudeln mehr Gesamtprotein extrahiert werden konnte als 
aus dem Teig. Das Ergebnis ist durch das Trocknen und dem daraus folgenden 
Gewichtsverlust beim Herstellungsprozess erklärbar.  
 
Durch die Verarbeitung der Lebensmittel wurden alle Proteine somit in den meisten 
Fällen schlechter extrahiert, wodurch die geringere Wiederfindung von Lupineprotein 
erklärt werden kann. Natürlich können auch noch andere Veränderungen wie zB die 
Denaturierung der Proteine zu diesem Ergebnis beitragen. So weicht beispielsweise 
die Wiederfindung von Lupineprotein in den gebackenen Keksen im Vergleich zum 
Teig nicht so stark ab wie die Wiederfindung im Brot im Vergleich zum Teig. 
Erklärbar ist dies, da die Kekse nur 10 min gebacken wurden, währen sich das Brot 
30 min im Ofen befand.  
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4.10. Analyse kommerziell erhältlicher Produkte 
Am Ende dieser Arbeit wurden kommerziell erhältliche Produkte extrahiert und mit 
beiden ELISAs analysiert. Insgesamt handelte es sich um 36 Proben, wobei in 27 
Produkten Lupine in der Zutatenliste deklariert wurde. Acht Produkte wurden mit der 
Deklaration „Kann Spuren von Lupine enthalten“ und eines mit „lupinefrei“ 
gekennzeichnet. Die Proben wurden zerkleinert, mit Extraktionspuffer versetzt und 
homogenisiert. Nach dem Zentrifugieren wurden die Extrakte filtriert und bei -20 °C 
aufbewahrt. Zur Detektion der Lupineproteine wurden der IgG-Assay und der IgY-
Assay angewendet. Die genaue Durchführung ist in Kapitel 5.9. beschrieben. Tabelle 
34 zeigt die Ergebnisse. Die Ergebnisse sind in µg Lupinenmehl/g Probe angegeben. 
Die erste Spalte gibt die Ergebnisse des IgG-Assays und die zweite Spalte die 
Ergebnisse des IgY-ELISAs wieder. 
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Tabelle 34: Analyse kommerziell erhältlicher Produkte 
Produkt Deklaration IgG-ELISA [µg Lupinenmehl/g] 
IgY-ELISA 
[µg Lupinenmehl/g] 
Lupine Schnitzel + 5100 1200
Lupine Filet + 10900 8620
Lupine Gyros + 300 255
Lupine 
Geschnetzeltes + 534 376
Cocktailwürstchen + 393 223
Vleischkas + <LOD <LOQ
Vegetarischer Döner + <LOD <LOD
Chorizo 
(Wurstaufschnitt) + <LOD <LOD
Reis-Lupine-Laibchen + <LOQ <LOQ
Bratwürste + <LOQ <LOQ
Zwieback + <LOQ <LOQ
Cracker + 675 339
Grissini + 917 702
Butterkekse + 230 <LOQ
Süße Brezeln + <LOD <LOQ
Nudeln + 49300 40160
Brot  + <LOQ 217
Brotmix Leinsamen + <LOD <LOD
Brotmix 
Sonneblumenkerne + <LOQ <LOQ
Saatenbrot roh + <LOD <LOD
Saatenbrot 
aufgebacken + <LOD <LOD
Landwecken  + <LOD <LOD
Backmischung für  
Landwecken + <LOD <LOD
Eierwaffel + 2280 3100
Vollkornbrot + <LOQ <LOQ
Pan Carre (Brot) + <LOQ <LOQ
Schokokekse + 5430 9660
Sesam Cookies +/- 200 260
Vitalgebäck +/- 200 260
Dinkelzwieback +/- <LOD <LOD
Vital Zwieback +/- <LOD <LOD
Vollkornzwieback +/- <LOD <LOD
Mini Nussecken +/- <LOD <LOD
Brot +/- <LOD <LOD
Roggen-Vollkornbrot +/- <LOD <LOD
Lupinefreie Nudel Lupinefrei <LOD <LOD
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In neun (IgG-ELISA) bzw. sieben (IgY-ELISA) positiv gekennzeichneten Produkten 
konnte keine Lupine detektiert werden. In elf Produkten konnte Lupine quantifiziert 
werden. Das Saatenbrot muss zum Verzehr 10 min bei 180 °C aufgebacken werden. 
Dieses Produkt wurde sowohl roh als auch gebacken untersucht. Die 
Nachweisgrenzen beider ELISAs reichten jedoch nicht aus, um Lupine in diesem 
Produkt zu detektieren. Der Landwecken wurde mit Hilfe einer Backmischung 
gebacken. Weder im gebackenen Landwecken noch in der Backmischung konnte 
Lupine detektiert werden. In zwei Produkten, die eventuell Lupine enthielten, lag die 
Lupineprotein-Konzentration über der Bestimmungsgrenze der beiden ELISAs. In 
den als lupinefrei deklarierten Nudeln konnte Lupine nicht nachgewiesen werden. 
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5. Experimentelles 
5.1. Probenaufarbeitung 
5.1.1. Reagentien 
Extraktionspuffer 
12,11 g Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) und 37,5 g Glycin wurden in etwa 
800 ml H2Odd gelöst. Nach Einstellen des pH auf 8,6 wurde mit H2Odd auf einen Liter 
aufgefüllt. 
 
PBS (Phosphate Buffered Saline) 
3,9 g NaH2PO4  2 H2O, 31,15 g Na2HPO4  2 H2O und 21,25 g NaCl wurden in 2,5 
Liter H2Odd gelöst. 
 
5.1.2. Protein-Extraktion aus Lupinenmehl 
Das Lupinenmehl, welches zur Extraktion verwendet wurde, wurde von der Firma 
Soja Austria zu Verfügung gestellt. Es handelte sich um ein Mehl der weißen Lupine 
(Lupinus albus). Zur Extraktion der Proteine wurden 10 g des Mehls eingewogen und 
mit 50 ml des Extraktionspuffers versetzt. Die Mischung wurde 2 min mit dem 
Ultraturrax homogenisiert (Laufdrehzahl: 9500 min-1) und danach 30 min bei 4 °C 
zentrifugiert (4000 rpm). Der Überstand der Lösung wurde filtriert (Filterpapier von 
Sartorius stedim biotech, Grade: 3h/w, 65 g/m2, 580x580 mm). Die erhaltene 
Suspension wurde nach Bestimmung der Proteinkonzentration aliquotiert und bei  
-20 °C aufbewahrt. Zur Verwendung wurde es aufgetaut und war, gelagert bei 4 °C, 
einige Tage haltbar. 
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5.1.3. Bestimmung der Proteinkonzentration des Lupinenmehl-Extrakts 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Bradford-Assays. 
 
5.1.3.1. Reagentien 
Bradford Stammlösung 
350 mg Brilliant Blue G wurden in 100 ml 95% Ethanol und 200 ml 88% 
Phosphorsäure gelöst. Die Lösung wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt. Sie ist 
unbegrenzt haltbar. 
 
Bradford Arbeitspuffer 
Es wurden 30 ml der Bradford Stammlösung, 30 ml 88% Phosphorsäure, 15 ml 95% 
Ethanol und 425 ml H2Odd vermischt. Die Lösung ist bei Raumtemperatur einige Zeit 
haltbar, muss jedoch vor Verwendung filtriert werden (Whatman Weißbandfilter 
589/2, Durchmesser 110 mm). 
 
PBS 
Herstellung siehe Kapitel 5.1.1. 
 
5.1.3.2. Durchführung 
Am Beginn wurde eine Standardreihe erstellt. Dazu wurden, um eine BSA-
Konzentration von 1 mg/ml zu erhalten, 10 mg BSA in 10 ml PBS gelöst. Aus diesem 
Urstandard wurden danach durch Verdünnen neun Standards im Bereich von 10-250 
µg BSA/ml PBS hergestellt. Der Extrakt des Lupinenmehls wurde 1:100, 1:500 und 
1:1000 mit PBS verdünnt. Zur photometrischen Messung wurde je 1 ml Bradford 
Arbeitspuffer in Küvetten (1,5 ml Halbmikro Einmal-Küvetten, PMMA, Plastibrand von 
Brand) vorgelegt. Danach wurden je 100 µl der Standard- bzw. Probenlösung zum 
Arbeitspuffer pipettiert und vermischt. Nach Ablauf von mindestens zwei Minuten 
wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. Die Extinktion 
wurde gegen die Standards aufgetragen und nach Durchführung einer 
Linearregression erfolgte die Berechnung der Proteinkonzentration in den 
Probelösungen. 
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5.1.4. Protein-Extraktion aus Lebensmitteln 
Jedes Lebensmittel, das im Rahmen dieser Diplomarbeit extrahiert wurde, wurde 
nach folgendem Prozedere extrahiert. Falls nötig, wurde das Lebensmittel über 
Nacht in Wasser eingelegt (Beispiele sind Lupinesamen und jegliche Art von 
Bohnen). Je nach Art und Beschaffenheit des Lebensmittels wurde es vor dem 
Extrahieren mit einem Mörser oder einem Haushaltsmixer zerkleinert. Wurde eine 
große Menge an Probe zerkleinert (Beispiel Modelllebensmittel: Laibchen), erfolgte 
dies im Haushaltsmixer. Danach wurde die gesamte Probe in die Küchenmaschine 
transferiert und dort, um eine homogene Verteilung zu erhalten, für einige Minuten 
gemischt. 10 g des Produktes wurden eingewogen und 50 ml Extraktionspuffer 
zugesetzt. Die Suspension wurde 2 min mit dem Ultraturrax (Laufdrehzahl:  
9500 min-1) homogenisiert und danach 30 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 
Nach Filtrieren des Überstands (Filterpapier von Sartorius stedim biotech, Grade: 
3h/w, 65 g/m2, 580x580 mm) wurden die Extrakte aliquotiert und bei -20 °C bis zur 
Verwendung aufbewahrt. War die Suspension nach dem Filtrieren noch sehr trüb 
bzw. bildete sich ein Niederschlag, wurde sie nochmals für 5 min bei 10000 rpm 
zentrifugiert. In diesem Fall wurde der Überstand abdekantiert und bei -20 °C 
aufbewahrt. 
 
5.2. Herstellung und Isolierung der Antikörper 
Es wurden zwei verschiedene polyklonale Antikörper gegen Lupine hergestellt. Dazu 
wurde Lupinenmehl extrahiert (siehe Kapitel 5.1.2) und der Extrakt mit PBS auf eine 
Proteinkonzentration von 1 mg/ml verdünnt. Dieser Extrakt wurde zur Immunisierung 
von zwei Kaninchen und zwei Hühnern verwendet.  
 
5.2.1. Herstellung polyklonaler Antikörper in Kaninchen 
Die Immunisierung der Kaninchen wurde von der Firma BioGenes (Berlin, 
Deutschland) durchgeführt. Dazu wurden zwei Kaninchen (#4618 und #4619) gegen 
Lupine immunisiert, indem ihnen der Lupineproteinextrakt (1 mg/ml) injiziert wurde. 
Die Kaninchen wurden im Laufe eines Monats weitere dreimal immunisiert. Danach 
wurde, um die Antikörperkonzentration im Serum zu testen, eine Titerbestimmung 
gemacht. Die Kaninchen wurden 7 Tage nach der fünften Immunisierung ausgeblutet 
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und aus dem Blut wurde, nach Abtrennen der zellulären Blutbestandteile, das 
Antiserum gewonnen. Es konnten 60 ml Antiserum aus Kaninchen #4618 und 65 ml 
aus Kaninchen #4619 gewonnen werden. Das Antiserum wurde ohne weitere 
Reinigungsschritte aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
 
5.2.2. Herstellung und Reinigung polyklonaler Antikörper eines Huhns 
5.2.2.1. Herstellung der polyklonalen Antikörper  
Zur Herstellung der Antikörper wurden zwei Hühner (eine braune und eine weiße 
Henne), durch Injektion des  Lupineproteinextrakts (1 mg/ml), immunisiert. 
Durchgeführt wurde die Immunisierung von M. Hermann (Forschungsinstitut für 
Molekulare Pathologie GesmbH (IMP), Dr. Bohrgasse 7, Wien, Österreich). Die 
Hühner wurden, über einen Zeitraum von 3,5 Monaten, alle zwei Wochen 
immunisiert. Zur Isolierung der Antikörper wurden Eier verwendet, die rund eine 
Woche nach einer Injektion gelegt wurden.  
 
5.2.2.2. Reagentien 
PBS 
siehe Kapitel 5.1.1. 
 
Acetatpuffer 
0,136 g Natrium-Acetat Trihydrat werden in 20 ml H2Odd gelöst. Mit Essigsäure 
wurde der pH auf 4 eingestellt. 
 
10-fach konzentriertes PBS 
3,9 g NaH2PO4  2 H2O, 31,15 g Na2HPO4  2 H2O und 21,25 g NaCl wurden in 250 
ml H2Odd gelöst. 
 
0,1 M NaOH 
Caprylsäure 
1 M NaOH 
Ammoniumsulfat 
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5.2.2.3. Reinigung der Antikörper 
Im ersten Schritt wurde das Ei aufgeschlagen und der Eidotter vom Eiklar getrennt. 
Die Haut des Eidotters wurde, nach dem Reinigen mit H2Odd, vorsichtig mit einer 
Pinzette aufgestochen. Der Dotter wurde gesammelt und mit dem gleichen Volumen 
an PBS versetzt. Die Suspension wurde rund 30 min bei 900 rpm geschüttelt und 
danach bei 4000 rpm 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde noch einmal 5 min 
bei 10000 rpm zentrifugiert. Die überstehende Lösung wurde abdekantiert und das 4-
fache Volumen an Acetatpuffer zugegeben. Der pH-Wert der Lösung wurde mit 0,1 N 
NaOH auf 4,5 eingestellt. Danach wurden 25 µl Caprylsäure langsam zugetropft und 
die Lösung wurde 30 min lang gerührt. Zur Abtrennung unlöslicher Bestandteile 
wurde 30 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Die Lösung wurde durch einen 
Blaubandfilter filtriert und 10 Teile des Überstands wurden mit 1 Teil 10-fach 
konzentriertem PBS versetzt. Danach wurde die Lösung gerührt, wobei der pH-Wert 
mit 1 M NaOH auf 7,5 eingestellt wurde. Zur Fällung der Antikörper wurde die 
Lösung auf Eis gekühlt und 0,277 g Ammoniumsulfat pro Milliliter Lösung 
zugegeben. Dadurch wurde eine 45%ige Sättigung erreicht. Die Suspension wurde, 
nach weiteren 30 min Rühren, über Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Am nächsten Tag 
wurde sie zentrifugiert (15 min bei 4000 rpm) und der erhaltene Überstand 
verworfen. Der Niederschlag wurde in einem kleinen Volumen PBS resuspendiert. 
Zur Entfernung von Ammoniumsulfat wurde die erhaltene Antikörperlösung gegen 
PBS dialysiert. Dazu wurde eine Dialysemembran mit einer Ausschlussgrenze von 
12-18 kDa verwendet. Die Membran wurde vor Gebrauch in H2Odd eingeweicht und 
danach auf einer Seite mit einer magnetischen Klammer verschlossen. Die 
Antikörperlösung wurde eingefüllt und das andere Ende der Membran mit einer nicht-
magnetischen Klammer verschlossen. Die Membran wurde, in zirka 600 ml PBS, für 
eine Stunde langsam gerührt, wobei die Vorlage einmal gewechselt wurde. Danach 
erfolgte noch weitere dreimal, in stündlichem Abstand, ein Wechsel des PBS. Die 
erhaltene Antikörperlösung wurde nach der Proteinbestimmung aliquotiert und bei  
-20 °C aufbewahrt. 
 
5.2.2.4. Konzentrationsbestimmung der isolierten IgY-Fraktion 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bradford-Assays 
durchgeführt. Das Kapitel 5.1.3. beschreibt die genaue Durchführung. Als Standard 
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wurde in diesem Fall humanes Immunglobulin verwendet. Die Erstellung der 
Standardreihe wurde wie in Kapitel 5.1.3.2. beschrieben durchgeführt.  
 
5.3. Entwicklung und Optimierung der kompetitiven ELISAs 
5.3.1. Reagentien 
Antikörper 
 Polyklonale Antikörper aus einem Kaninchen (primärer Antikörper, IgG), siehe 
Kapitel 5.2.1. 
 Polyklonale Antikörper aus dem Eidotter eines Huhns (primärer Antikörper, 
IgY): siehe Kapitel 5.2.2 
 Enzymmarkierter Anti-IgG-Antikörper (sekundärer Antikörper, Anti-IgG*): 
Firma Pierce (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) ImmunoPure 
Antikörper, Wirtstier: Ziege, Antigen: Kaninchen IgG (H+L), markiert mit 
Meerrettichperoxidase 
 Enzymmarkierter Anti-IgY-Antikörper (sekundärer Antikörper, Anti-IgY*): Firma 
Pierce ImmunoPure Antikörper, Wirtstier: Kaninchen, Antigen: Huhn IgY 
(H+L), markiert mit Meerrettichperoxidase 
 
Coating-Puffer 
3,96 g Na2CO3; 7,33 g NaHCO3 und 0,5 g NaN3 wurden in 2,5 Liter H2Odd gelöst. Die 
Lösung wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt.  
 
Waschlösung 
9,36 g NaH2PO4  2 H2O; 74,76 g Na2HPO4  2 H2O; 51 g NaCl und 30 ml Tween 20 
wurden in einem Liter H2Odd gelöst. Die Lösung wurde bei 4 °C aufbewahrt und 30 ml 
dieses Konzentrats wurden vor Verwendung mit H2Odd auf 2 Liter aufgefüllt. Diese 
Lösung wurde zwischen den einzelnen Schritten als Waschlösung verwendet.  
 
PBS 
Siehe Kapitel 5.1.1. 
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Block-Lösung 
2 g Casein wurden mit 100 ml PBS versetzt und 10 min lang gerührt. Im Anschluss 
wurde die Lösung filtriert (Filterpapier von Sartorius stedim biotech, Grade: 3h/w, 65 
g/m2, 580x580 mm) 
 
Citrat-Puffer 
46,04 g Kaliumdihydrogencitrat wurden zusammen mit 0,1 g Sorbinsäure in einem 
Liter H2Odd gelöst. Die Lösung wurde bei 4 °C aufbewahrt. 
 
Entwicklerlösung 
0,375 g Tetramethylbenzidin wurden in 5 ml Dimethylsulfoxid und 20 ml Methanol 
gelöst. Diese Lösung wurde bei 4 °C in einer braunen, lichtundurchlässigen Flasche 
aufbewahrt. 
 
Substratlösung 
Die Lösung wurde erst kurz vor Verwendung hergestellt. Dazu wurden 25 ml Citrat-
Puffer, 500 µl Entwicklerlösung und 100 µl 1% H2O2 gemischt. 
 
5.3.2. Allgemeine Arbeitsvorschrift für die indirekten kompetitiven ELISAs 
Die Durchführung erfolgte in 96-Well-Platten, Nunc-Immuno™ MicroWell™, Sims, 
350 µl der Firma Nunc. Alle Analysen wurden in einer Dreifachbestimmung 
durchgeführt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Durchführung wie hier 
beschrieben. 
 
Im ersten Schritt erfolgte das Coating, indem im Coating-Puffer eine bestimmte 
Menge an Antigen gelöst wurde. Als Antigen diente der Extrakt des Lupinenmehls 
(Herstellung siehe Kapitel 5.1.2.). Von dieser Lösung wurden je 200 µl in jede Kavität 
gefüllt. Die Inkubationszeit betrug 16-18 Stunden und erfolgte bei 4 °C. Im nächsten 
Schritt wurde der Coating-Puffer durch Waschen entfernt und in jedes Well wurden 
300 µl Blocklösung pipettiert. Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei 
Raumtemperatur. Nach Entfernen der Blocklösung wurde die Standardreihe erstellt, 
indem pro Well 50 µl der Standardlösung pipettiert wurden. Der 
Konzentrationsbereich lag zwischen 0,0001 und 1000 µg Lupineprotein/ml. Die 
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Standardreihe wurde, wie das Coating-Antigen, aus dem Extrakt des Lupinenmehls 
hergestellt. Alle Proteinextrakte und Standards wurden dreimal aufgetragen. Danach 
wurden in jedes Well 100 µl der Antikörperlösung gefüllt. Verwendet wurden zum 
einen das Antiserum des Kaninchens (IgG-ELISA) und zum anderen die isolierte IgY-
Fraktion (IgY-ELISA). Das Antiserum wurde 1:30000 mit PBS verdünnt, während der 
IgY 1:20000 verdünnt wurde. Die Inkubation betrug beim IgY-ELISA eine Stunde, 
beim IgG-ELISA 45 min und wurde bei Raumtemperatur durchgeführt. Die Antigen-
Antikörper-Komplexe in Lösung wurden entfernt und der sekundäre Antikörper 
zugegeben. Der enzymmarkierte Anti-IgG-Antikörper (IgG-ELISA) wurde, wie der 
Anti-IgY-Antikörper (IgY-ELISA), 1:100000 in PBS verdünnt und in jede Kavität 
wurden 200 µl der Lösung pipettiert. Die Platte wurde eine Stunde bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Nach dem Entfernen des Überschusses an 
sekundärem Antikörper erfolgte die Detektion. Dazu wurden in jede Kavität 200 µl 
Substratlösung gefüllt. Die Reaktion sollte in etwa 10 min ablaufen und wurde im 
Anschluss mit 100 µl 0,5 M H2SO4 gestoppt. Dabei verfärbte sich die blaue Lösung 
gelb. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm (Speed: Medium, Mix 
time: 5 s) mit dem Microplate Reader (Bio Rad, Modell 680 XR von Bio-Rad 
Laboratories GmbH, Wien, Österreich). Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurden 
die Mittelwerte der Dreifachbestimmung verwendet. Die Daten wurden mit dem 
Programm Sigma-Plot 10.0 mit einer sigmoidalen 4-Parameter Logistic-Funktion 
ausgewertet: 
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a, b, x0 und y0 sind die vier Regressionsparameter. a ist das Signal bei der 
niedrigsten Antigen-Konzentration, b die Steigung, x0 die Konzentration an Antigen 
am Wendepunkt und y0 das Signal bei der höchsten Antigen-Konzentration. 
 
Die Platten wurden bei jedem Schritt abgedeckt und Inkubationen bei 
Raumtemperatur erfolgten auf dem Mikrotiterplattenschüttler (IKA MTS 4). Die 
Waschschritte erfolgten nach jeder Inkubation und wurden mit Hilfe des 
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ImmunoWash (Bio Rad, Modell 1575) durchgeführt. Dabei wurde jedes Well dreimal 
mit je 300 µl Waschlösung gewaschen. 
 
5.3.3. Entwicklung des IgG-ELISAs 
Optimierung der Coating-Konzentration 
Die Platte wurde in vier Bereiche geteilt und das Antigen mit dem Coating-Puffer auf 
vier verschiedene Konzentrationen verdünnt, welche 2; 1,5; 1 bzw. 0,5 µg 
Lupineprotein/ml PBS betrugen. Die Kavitäten wurden mit je 200 µl dieser 
Verdünnung befüllt. In die ersten drei Spalten wurde der Puffer mit einer 
Konzentration von 2 µg Lupineprotein/ml, in die Spalten 4-6 der Puffer mit der 
Konzentration 1,5 µg Lupineprotein/ml, in die Spalten 7-9 die 1 µg/ml Lösung und in 
die letzten drei Spalten die 0,5 µg/ml Lösung befüllt. Die Platte wurde über Nacht 
(16-18 Stunden) abgedeckt und bei 4 °C aufbewahrt. Am nächsten Tag wurden alle 
Kavitäten mit 300 µl der Blocklösung befüllt und die Platte wurde für eine Stunde 
inkubiert. Im Anschluss wurden in jedes Well 50 µl Standardlösung pipettiert. Das 
Antiserum des Kaninchens wurde mit PBS 1:10000 verdünnt und in jedes Well 
wurden 100 µl dieser Lösung pipettiert. Die Platte wurde zugedeckt und für 45 min 
inkubiert. Der sekundäre Antikörper wurde mit PBS 1:70000 verdünnt und in jede 
Kavität wurden 200 µl Antikörperlösung pipettiert. Nach einer Stunde Inkubation 
wurde die restliche Lösung durch Waschen entfernt. Die Detektion wurde, wie in 
Kapitel 5.3.2. beschrieben, durchgeführt.  
 
Zur Ermittlung der Coating-Konzentration wurden noch zwei weitere Versuche 
durchgeführt. Dazu wurden zwei Platten mit unterschiedlicher Konzentration an 
Antigen über Nacht bei 4 °C gecoatet. Bei der ersten Platte wurde eine Antigen-
Konzentration von 2 µg/ml, bei der zweiten Platte eine Konzentration von 1,5 µg/ml 
verwendet. Zum Blocken wurden 300 µl Blocklösung in jedes Well pipettiert und die 
Platten wurden 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Schritt wurden 
50 µl der Standardlösung in jede Kavität gefüllt. Die Konzentration des primären 
Antikörpers wurde variiert. Es wurden die ersten drei Spalten mit einer 1:5000, die 
nächsten drei Spalten mit einer 1:10000, die Spalten 7-9 mit einer 1:20000 und die 
letzten Spalten mit einer 1:30000 Verdünnung des Antiserums in PBS befüllt. Die 
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Inkubationszeit betrug 60 min. Die weiteren Schritte wurden wie in Kapitel 5.3.2 
beschrieben durchgeführt. 
 
Einfluss der Coating-Temperatur 
Es wurden drei Platten, mit einer Antigenlösung der Konzentration von 1 µg/ml über 
Nacht inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C, bei Raumtemperatur (ohne 
Schütteln) bzw. bei 36 °C im Trockenschrank. Nach dem Waschen erfolgte der 
Blockschritt. Dazu wurden die Platten 15 min bei Raumtemperatur mit der 
Blocklösung inkubiert. Nachdem die Standardreihe in die Kavitäten gefüllt wurde, 
wurden die ersten drei Spalten mit der Antikörperlösung (1:30000 verdünnt mit PBS) 
befüllt. Nach einer Inkubation von 15 min wurden auch die Spalten 4-6 mit der 
Antikörperlösung befüllt. Der Vorgang wurde für alle drei Platten noch zweimal 
wiederholt. Die ersten drei Spalten wurden somit 60 min, die letzten Spalten (9-12) 
15 min inkubiert. Der weitere Vorgang ist in Kapitel 5.3.2 beschrieben. 
 
Optimierung der Blockzeit und –temperatur 
Zur Ermittlung beider Parameter wurden zwei Platten über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Die Konzentration des Antigens betrug 1 µg/ml. Nach dem Waschen wurden die 
ersten drei Spalten mit 300 µl Blocklösung befüllt. Eine Platte wurde bei RT, die 
andere im Trockenschrank bei 36 °C inkubiert. Nach 15 min wurden drei weitere 
Spalten mit Blocklösung befüllt und die Platten wiederum inkubiert. Der Vorgang 
wurde noch weitere zweimal wiederholt. Die weiteren Schritte erfolgten wie in Kapitel 
5.3.2. beschrieben.  
 
Optimierung der Konzentration des primären Antikörpers 
Das Antigen wurde auf eine Konzentration von 1 µg/ml mit Coating-Puffer verdünnt. 
Die Inkubation erfolgte bei 4 °C über Nacht. Nach dem Blockschritt wurden in jede 
Kavität 50 µl der Standardlösung pipettiert. Der primäre Antikörper wurde zur 
Optimierung unterschiedlich verdünnt. In den ersten drei Spalten betrug die 
Verdünnung 1:5000; in den darauf folgenden drei Spalten 1:10000. In die Spalten 7-9 
wurde eine 1:20000 Verdünnung und in die letzten drei Spalten eine 1:30000 
Verdünnung gefüllt. Die weiteren Schritte wurden wie im Kapitel 5.3.2. durchgeführt. 
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Zur Ermittlung der Konzentration des primären Antikörpers wurde nochmals ein 
Versuch wie oben beschrieben durchgeführt. Der Unterschied war, dass die Reaktion 
nicht gleichzeitig gestoppt wurde. Die ersten drei Spalten wurden nach etwa 5 min, 
die Spalten 4-6 nach etwa 6 min, die Spalten 7-9 nach etwa 9 min und die letzten 
drei Spalten nach etwa 12 min mit 0,5 M H2SO4 gestoppt.  
 
Ermittlung der optimalen Inkubationszeit des primären Antikörpers 
Zur Ermittlung der Inkubationszeit des primären Antikörpers wurde die Platte, die 
auch zu Ermittlung der Coating-Temperatur verwendet wurde, herangezogen. Die 
Platte wurde bei 4 °C über Nacht aufbewahrt und mit einer Konzentration von 1 µg/ml 
Antigen gecoatet. Nachdem die Platten mit 300 µl Blocklösung befüllt wurden, wurde 
die Platte 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikörperlösung wurde 1:30000 
verdünnt und in alle Kavitäten wurden 50 µl Standardlösung pipettiert. Danach 
wurden in alle Wells, im 15-min-Abstand, 100 µl Antikörperlösung gefüllt. Die weitere 
Durchführung ist in Kapitel 5.3.2. beschrieben. 
 
Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers 
Die Platte wurde mit einer Konzentration von 1 µg/ml Antigen über Nacht inkubiert. 
Die weiteren Schritte sind in Kapitel 5.3.2. beschrieben, nur die Inkubationszeit des 
sekundären Antikörpers war unterschiedlich. Nachdem die Antigen-Antikörper-
Komplexe in Lösung weggewaschen wurden, wurden die ersten drei Spalten mit der 
Verdünnung des sekundären Antikörpers befüllt. Nach 15 min wurden auch die 
nächsten drei Spalten mit Antikörperlösung befüllt. Der Vorgang wurde noch zweimal 
wiederholt.  
 
5.3.4. Entwicklung des IgY-ELISAs 
Optimierung der Coating-Konzentration 
Das Antigen wurde mit Coating-Puffer auf eine Konzentration von 3; 2; 1,5 bzw. 1 
µg/ml verdünnt. Die Platte wurde in vier Bereiche geteilt (je drei Spalten), welche mit 
je 200 µl der Verdünnung befüllt wurden. Die weiteren Schritte sind in Kapitel 5.3.2. 
beschrieben, nur der primäre Antikörper wurde 1:10000 und der sekundäre 
Antikörper 1:70000 verdünnt. 
 
  Experimentelles 
 105 
Einfluss der Coating-Temperatur 
Es wurden vier Platten zur Ermittlung der Coating-Temperatur herangezogen. Zwei 
Platten wurden mit einer Konzentration von 1,5 µg/ml Antigen, die anderen beiden 
mit einer Konzentration von 2 µg/ml über Nacht inkubiert. Zwei Platten wurden bei  
4 °C (je eine 1,5 µg/ml und eine 2 µg/ml Coating-Konzentration), die zweite Platte, 
mit einer Antigen-Konzentration von 1,5 µg/ml, wurde bei Raumtemperatur (ohne 
Schütteln) und die letzte Platte wurde bei 36 °C im Trockenschrank aufbewahrt. Die 
beiden Platten mit einer Coating-Konzentration von 1,5 µg/ml wurden in je vier 
Bereiche unterteilt. In den ersten Bereich (ersten drei Spalten) wurden je 300 µl 
Blocklösung gefüllt. In einem Abstand von 15 min wurde die restliche Platte befüllt 
und inkubiert. Der weitere Vorgang ist in Kapitel 5.3.2. beschrieben. Bei den anderen 
beiden Platten wurde die Konzentration des primären Antikörpers variiert. Nach dem 
Blockschritt wurden alle Kavitäten mit der Standardlösung befüllt. Der primäre 
Antikörper wurde 1:5000; 1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000 verdünnt und von jeder 
Verdünnung wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Das weitere Prozedere 
ist in Kapitel 5.3.2. beschrieben, nur das Stoppen der enzymkatalysierten Reaktion 
war unterschiedlich. So wurde jeder Bereich (je drei Spalten) bei annähernd gleicher 
Farbintensität, d.h. nicht zur gleichen Zeit, gestoppt. 
 
Optimierung der Blockzeit 
Die Ermittlung der Blockzeit wurde in Kombination mit der Optimierung der Coating-
Temperatur gemacht. Es wurde die Platte, welche bei 4 °C gecoatet wurde, 
herangezogen. Die Konzentration des Coating-Antigens betrug 1,5 µg/ml. Nach dem 
Waschen wurden im 15-min-Abstand je drei Spalten der Platte mit 300 µl 
Blocklösung befüllt. Somit wurde eine Inkubationszeit von 15, 30, 45 bzw. 60 min 
erreicht. Die weitere Durchführung erfolgte nach Arbeitsvorschrift (Kapitel 5.3.2.), 
 
Ermittlung der optimalen Blocktemperatur 
Das Coating wurde mit einer Konzentration von 2 µg/ml Antigen durchgeführt und 
erfolgte über Nacht bei 4 °C. Die optimale Blocktemperatur wurde mit zwei Platten 
ermittelt. Die erste Platte wurde bei 36 °C im Trockenschrank, die zweite bei 
Raumtemperatur für eine Stunde geblockt. Nachdem alle Kavitäten mit der 
Standardlösung befüllt waren, wurden sie mit 100 µl Antikörperlösung befüllt. Dazu 
wurden die ersten drei Spalten mit einer 1:5000, die Spalten 4-6 mit einer 1:10000, 
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die nächsten drei Spalten mit einer 1:20000 und die letzten Spalten mit einer 1:30000 
Verdünnung der isolierten IgY-Fraktion befüllt. Das weitere Prozedere ist in Kapitel 
5.3.2. beschrieben.  
 
Optimierung der Konzentration des primären Antikörpers 
Die Optimierung dieses Schritts wurde mit der Optimierung der Coating-Temperatur 
kombiniert. Die Platte wurde dabei mit einer Konzentration von 1,5 µg/ml Antigen 
inkubiert (über Nacht bei 4 °C). Nach dem Blockschritt und dem Befüllen mit der 
Standardlösung wurden je drei Spalten mit 100 µl Antikörperlösung befüllt (1:5000; 
1:10000; 1:20000 bzw. 1:30000). Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei 
Raumtemperatur. Nach der Inkubation des sekundären Antikörpers wurde die 
enzymatische Reaktion gestartet. Diese wurde jedoch nicht gleichzeitig, sondern bei 
annähernd gleicher Farbintensität der Lösung, gestoppt. 
 
Einfluss der Inkubationszeit des primären Antikörpers 
Die Durchführung folgt der Arbeitsvorschrift in Kapitel 5.3.2. Die Konzentration des 
Coating-Antigens betrug 1,5 µg/ml. Nach dem Blockschritt und der Auftragung der 
Standardlösung wurde in einem Abstand von 15 Minuten die Antikörperlösung in je 
drei Spalten pipettiert. Die Verdünnung des primären Antikörpers betrug 1:20000.  
 
Optimierung der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers 
Das Prozedere wurde nach der Vorlage der Ermittlung der Inkubationszeit des 
primären Antikörpers durchgeführt. Der sekundäre Antikörper wurde 1:100000 
verdünnt und im 15-Minuten-Abstand in die Kavitäten gefüllt. Somit wurde eine 
Inkubationszeit von 15, 30, 45 bzw. 60 Minuten erreicht. Die Verdünnung des 
primären Antikörpers war 1:20000 und die Inkubation erfolgte 60 min lang. 
 
5.4. Durchführung der optimierten ELISAs 
5.4.1. IgG-ELISA 
Die Durchführung erfolgte in 96-Well-Platten, Nunc-Immuno™ MicroWell™, Sims, 
350 µl der Firma Nunc. Das Antigen wurde für den Coatingschritt auf eine 
Konzentration von 1,5 µg/ml in PBS verdünnt. Die Inkubation erfolgte über Nacht (16-
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18 Stunden) bei 4 °C. Danach erfolgte der Waschschritt, der mit Hilfe des 
ImmunoWash (Bio Rad, Modell 1575) durchgeführt wurde. Jedes Well wurde dabei 
dreimal mit je 300 µl Blocklösung gewaschen. Im nächsten Schritt wurden noch freie 
Adsorptionsstellen mit Hilfe einer Blocklösung besetzt. Dazu wurden in jede Kavität 
300 µl Blocklösung (2% (w/v) Casein in PBS) pipettiert. Die Lösung wurde für 15 min 
bei Raumtemperatur auf dem Mikrotiterplattenschüttler (IKA MTS 4) inkubiert. Die 
Platten wurden bei jeder Inkubation abgedeckt. Nach dem Entfernen der Blocklösung 
wurden in jedes Well 50 µl Standardlösung im Bereich von 0,001-1000 µg/ml 
pipettiert. Alle Probenextrakte und Standards wurden dreimal aufgetragen. Im 
Anschluss daran wurden in jedes Well 100 µl der Antikörperlösung pipettiert. Zur 
Herstellung dieser Lösung wurde das Antiserum des Kaninchens 1:30000 mit PBS 
verdünnt. Die Platte wurde für eine Stunde bei Raumtemperatur am Schüttler 
inkubiert. Nach dem Waschschritt erfolgte die Inkubation des sekundären 
Antikörpers. Dazu wurde der enzymmarkierte Anti-IgG-Antikörper 1:100000 mit PBS 
verdünnt und es wurden je 200 µl in jedes Well gefüllt. Die Platte wurde wiederum 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte nach dem 
Waschschritt, indem 200 µl Substratlösung in jedes Well pipettiert wurden. Nach 
zirka 10 min wurde die Reaktion mit 100 µl 0,5 M Schwefelsäure gestoppt. Die 
optische Dichte wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm mittels Microplate Reader 
(Bio Rad, Modell 680 XR von Bio-Rad Laboratories GmbH, Wien, Österreich) 
gemessen. Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurde der Mittelwert aus den 
Dreifachbestimmungen herangezogen. 
 
5.4.2. IgY-ELISA 
Die Durchführung ist der Durchführung des optimierten IgG-ELISAs sehr ähnlich. Sie 
unterscheidet sich allein in der Coating-AG-Konzentration, der Blockzeit und der 
Konzentration des primären Antikörpers: 
 Zur Durchführung des Coatingschritts wurde das Antigen mit dem Coating-
Puffer auf eine Konzentration von 2 µg/ml verdünnt. 
 Die Platte wurde zum Blocken freier Bindungsstellen für eine Stunde inkubiert. 
 Die Standardreihe wurde, wie beim IgG-ELISA, im Bereich von 0,001-1000 
µg/ml erstellt. Zur Herstellung der primären Antikörperlösung wurde die 
isolierte IgY-Fraktion 1:10000 verdünnt. Die Lösung hatte somit eine 
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Konzentration von 6,7 µg Protein/ml PBS. In jedes Well wurden zu den 50 µl 
Standardlösung 100 µl Antikörperlösung pipettiert. 
 Der enzymmarkierte, sekundäre Antikörper war ein Anti-IgY-Antikörper, 
welcher 1:100000 verdünnt wurde.  
Die restlichen Schritte waren ident zur Durchführung des IgG-ELISAs (siehe Kapitel 
5.4.1.). 
 
5.5. Ermittlung der Kreuzreaktivität 
Zur Ermittlung der Kreuzreaktivität wurden Extrakte aus insgesamt 31 verschiedenen 
Lebensmitteln hergestellt. Die Durchführung der Extraktion ist in Kapitel 5.1.4. 
beschrieben. Manche Nahrungsmittel mussten aufgrund ihrer Beschaffenheit vor der 
Verarbeitung in Wasser eingeweicht werden. Folgende Lebensmittel wurden 
extrahiert: Belugalinse (über Nacht in Wasser eingeweicht), Kaschunuss, Dinkel 
(über Nacht in Wasser eingeweicht), Erbse, Erdnuss (gesalzen), Gerste (über Nacht 
in Wasser eingeweicht), Hafer (über Nacht in Wasser eingeweicht), Haselnuss, 
Käferbohnen (über Nacht in Wasser eingeweicht), Kichererbse (über Nacht in 
Wasser eingeweicht), Kürbiskern, Leinsamen, Linsen (über Nacht in Wasser 
eingeweicht), Macadamia, Mais, Mandel (gemahlen), Mohn (gemahlen), 
Mungobohne (über Nacht in Wasser eingeweicht), Paranuss, Pekannuss, Pistazie, 
Reis, Roggen (über Nacht in Wasser eingeweicht), rote Bohne (über Nacht in 
Wasser eingeweicht), rote Linsen (über Nacht in Wasser eingeweicht), Sesam, Soja, 
Sonnenblumenkern, Walnuss (gerieben), weiße Bohne, Weizen (über Nacht in 
Wasser eingeweicht) und Zuckererbse. 
 
Zur Überprüfung der Anwendbarkeit der ELISAs auf verschiedene Lupinespezies 
wurden außerdem verschiedenste Sorten der blauen und eine gelbe Lupine 
extrahiert. Bei den blauen Lupine handelte sich um die Sorten: Sana, Haags Blaue, 
Bora, Boregine, Vitabor, Boruta, Probor, Haagena und Borlu. Die Samen der Lupine 
mussten über Nacht eingeweicht werden und konnten am nächsten Tag nach der in 
Kapitel 5.1.4. beschriebenen Durchführung extrahiert werden. 
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Von den gewonnenen Extrakten wurde im Anschluss die Proteinkonzentration mittels 
Bradford-Assay bestimmt (siehe Kapitel 5.1.3.). Die Extrakte wurden bis zur 
Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
 
Die Arbeitsvorschriften der ELISAs sind in Kapitel 5.4.1. und 5.4.2. beschrieben. Zur 
Bestimmung der Kreuzreaktivität werden die Nahrungsmittelextrakte im selben 
Konzentrationsbereich (0,0001-1000 µg Protein/ml PBS) wie das Lupinenmehlextrakt 
verdünnt. Bei den Nahrungsmitteln Reis und Mais war eine Verdünnung in diesem 
Bereich nicht möglich, da die erhaltene Proteinkonzentration niedriger war als 1000 
µg/ml. In diesem Fall wurde der erhaltene Extrakt selbst als höchster Standard 
eingesetzt. Tabelle 35 zeigt ein Beispiel für eine Plattenbelegung. Die Platte wurde in 
vier Bereiche (je drei Spalten) unterteilt und alle Extrakte wurden dreimal 
aufgetragen. 
 
Tabelle 35: Beispiel einer ELISA-Plattenbelegung 
 weiße Lupine 
c [µg/ml] 
Nahrungsmittel 1 
c [µg/ml] 
Nahrungsmittel 2 
c [µg/ml] 
Nahrungsmittel 3 
c [µg/ml] 
1 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
2 0,001 0,001 0,001 0,001
3 0,01 0,01 0,01 0,01
4 0,1 0,1 0,1 0,1
5 1 1 1 1
6 10 10 10 10
7 100 100 100 100
8 1000 1000 1000 1000
 
Zur Berechnung der Kreuzreaktivität wurde im ersten Schritt mit Hilfe der 
Regressionsparameter der y-Wert (OD-Wert) am Wendepunkt (x0) des 
Standardproteins ausgerechnet. Dieser Wert wurde in die Kurvengleichung für die zu 
testende Substanz eingesetzt und die Proteinkonzentration an diesem Punkt, 
x(50%), berechnet. Durch Division des x0 (50% der Lupineproteine liegen gebunden 
vor) durch x(50%) und Multiplikation mit 100 erhält man die Kreuzreaktivität in %. 
 
5.6. Optimierung des Extraktionsschritts 
Um die Dauer des Extraktionsschritts zu optimieren, wurden drei kommerziell 
erhältliche Lupineprodukte (vegetarisches Schnitzel, Nudel und Cracker) zweimal bei 
vier unterschiedlichen Extraktionszeiten extrahiert. Die Extraktion wurde, wie in 
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Kapitel 5.1.4. beschrieben, durchgeführt. Variiert wurde allein die Extraktionszeit, 
welche 2, 5, 8 bzw. 12 min betrug. Im Anschluss an die Extraktion wurden sowohl die 
Proteinkonzentrationen als auch die Lupineprotein-Konzentrationen bestimmt. Die 
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des in Kapitel 5.1.3. 
beschriebenen Bradford-Assays. Es wurde die Konzentration der Proteine in den 
Extrakten der Cracker und Nudel bestimmt, indem die Extrakte 1:100 verdünnt 
wurden. Für die Erstellung der Standardreihe wurde BSA in PBS verwendet.  
 
Die Konzentration an Lupineprotein wurde mit dem optimierten IgG-ELISA ermittelt. 
Die Durchführung des ELISAs ist in Kapitel 5.4.1. beschrieben. Der erste Extrakt der 
Nudel und Cracker wurde mit dem IgG-ELISA zweimal analysiert. Zur Quantifizierung 
wurden 8 Standards im Bereich von 0,0001-1000 µg Lupineprotein/ml hergestellt. Die 
Verdünnung erfolgte in PBS. Die Extrakte der Cracker und des Schnitzels wurden 
1:10, 1:100 und 1:500 verdünnt, während die Nudel-Extrakte 1:500, 1:1000 und 
1:5000 mit PBS verdünnt wurden. Es wurde von jeder Verdünnung eine 
Dreifachbestimmung gemacht. Jene OD-Werte, die dem Wendepunkt am nächsten 
lagen, wurden für die Quantifizierung verwendet. 
 
5.7. Einfluss der Lebensmittelmatrix 
Zur Untersuchung des Einflusses von Lebensmittelmatrizes wurden insgesamt sechs 
verschiedene Lebensmittel extrahiert. Es handelte sich um: Brot, Nudeln, 
Vollkornkekse, Grünkernlaibchen, Tofu und Zwieback. In keinem Lebensmittel 
konnte mit dem ELISA Lupine nachgewiesen werden. Die Extrakte wurden wie in 
Kapitel 5.1.4. beschrieben hergestellt und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 
 
Die Durchführung der ELISAs ist in Kapitel 5.4. beschrieben. Die 
Lebensmittelextrakte wurden 1:5 und 1:10 (IgG-ELISA), bzw. 1:10 und 1:20 (IgY-
ELISA) verdünnt. Untersucht wurde der Einfluss der verdünnten und der reinen 
Lebensmittelmatrix. Dazu erfolgte die Herstellung der Standardverdünnungsreihe 
(Konzentrationsbereich 0,0001-1000 µg/ml) durch Verdünnen des Lupineproteins mit 
PBS bzw. den Lebensmittelextrakten. In die ersten drei Spalten der Mikrotiterplatte 
wurde die Standardverdünnungsreihe in PBS pipettiert, in die Spalten 4-6 zB die 
Standardreihe in 1:5 verdünnter Matrix, in die Spalten 7-9 zB jene, die in der 1:10 
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verdünnten Matrix hergestellt wurde und in die letzten drei Spalten wurde die 
Standardreihe pipettiert, welche in der reinen Lebensmittelmatrix hergestellt wurde. 
 
5.8. Bestimmung der Wiederfindung 
5.8.1. Spiken 
Das Spiken der Lebensmittel wurde von Christina Ecker durchgeführt. Folgende 
lupinefreie Lebensmittel wurden für die Bestimmung der Wiederfindung mit 
Lupinenmehl in einer Konzentration von 1% (= 10000 µg Lupinenmehl/g 
Lebensmittelprobe); 0,5%; 0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005% und 0,001% gespikt: 
Zwieback, Nudel, Brot und Grünkernlaibchen. Die Lebensmittel wurden im Vorfeld 
mit dem ELISA analysiert und in keinem konnte Lupine nachgewiesen werden. Im 
ersten Schritt wurden dazu 600 g des Lebensmittels mit einem Haushaltsmixer 
zerkleinert. Danach wurden 2 g Lupinenmehl mit 198 g der Matrix für 20 min in der 
Küchenmaschine gemischt. Dadurch wurde ein Spikelevel von 1% erreicht. Um 
einen Spikelevel von 0,5% zu erhalten, wurden 50 g dieser Mischung mit 50 g 
ungespikter, reiner Matrix für 20 min gemischt. Danach wurden 10 g des Spikelevels 
von 1% mit 90 g der reinen Lebensmittelmatrix 20 min gemischt. Somit wurde ein 
Spikelevel von 0,1% erhalten. Für einen Spikelevel von 0,01% wurden 10 g der mit 
0,1% Lupinenmehl gespikten Lebensmittelmatrix mit 90 g ungespikter Matrix 
gemischt. Ein Spikelevel von 0,05% wurde erreicht, indem 50 g des Spikelevels von 
0,1% mit 50 g ungespikter Matrix gemischt wurden. Die restlichen Spikelevel wurden 
nach demselben Schema hergestellt. Die hergestellten Mischungen wurden wie in 
Kapitel 5.1.4.beschrieben extrahiert und bei -20 °C aufbewahrt. 
 
Die Durchführung der beiden Assays ist in Kapitel 5.4. beschrieben. Die 
Standardreihe wurde im Konzentrationsbereich von 0,001-1000 µg/ml hergestellt. Es 
wurden 13 Standards für die Erstellung der Kalibrierfunktion verwendet. Die reinen 
Lebensmittelextrakte wurden 1:10 verdünnt. Die Extrakte aus den mit 0,001%; 
0,005% und 0,01% gespikten Lebensmitteln wurden 1:10 und 1:50 verdünnt, die 
Extrakte aus den mit 0,05% und 0,1% gespikten Lebensmitteln wurden 1:10, 1:50 
und 1:100 verdünnt und die Extrakte aus den am höchsten gespikten Lebensmitteln 
wurden 1:10; 1:100 und 1:500 verdünnt. Die OD-Werte, welche dem Wendepunkt am 
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nächsten lagen, wurden zur Auswertung herangezogen. Jedes Lebensmittel wurde 
einmal analysiert. 
 
5.8.2. Modelllebensmittel 
Die Modelllebensmittel wurden von Dipl.-Ing. Dr. Angelika Petrasch und Dipl.-Ing. 
Gertrud Linsberger-Martin (Abteilung für Lebensmitteltechnologie, Universität für 
Bodenkultur Wien, Österreich) zur Verfügung gestellt. Die hergestellten Lebensmittel 
waren: Brot, Nudel, Laibchen und Kekse. Es wurden sechs Modelllebensmittel im 
Konzentrationsbereich zwischen 0 und zirka 400000 µg Lupinenmehl/g Teig 
hergestellt. 
 
Im Vorfeld der Herstellung wurde das Lupinenmehl mit dem Weizenmehl, Reismehl 
bzw. dem Grieß vermengt und für eine Stunde gemischt. Um eine Konzentration von 
100 µg/g Teig zu erhalten, wurde dieser Premix mit Mehl bzw. Grieß verdünnt. 
Außerdem wurde durch Verdünnen des Premixes eine Mischung hergestellt, welche 
eine Konzentration von 1 mg Lupinenmehl/g Teig aufwies. Diese Mischung wurde 
wiederum für eine Stunde gemischt und genutzt, um Mischungen mit den 
Konzentrationen 10-75 µg Lupinenmehl/g Teig zu erhalten. Jede Mischung wurde vor 
Verwendung eine Stunde gemahlen. Die höher konzentrierten Mischungen wurden 
erhalten, indem ein Premix hergestellt wurde, welcher für die Herstellung der niedrig 
konzentrierteren Mischungen verwendet wurde. Nur die höchstkonzentrierte 
Mischung wurde separat gemischt. 
 
Zur Herstellung der Kekse wurden 192 g Fett, 390 g Staubzucker, 6,3 g Salz, 7,5 g 
Natriumhydrogencarbonat, 99 g Dextroselösung (8,9 g in 150 ml Wasser), 
destilliertes Wasser, Weizenmehl und Lupinenmehl verwendet. Da Lupinen- bzw. 
Weizenmehl eine unterschiedliche Feuchtigkeit besitzen, wurde der Wassergehalt an 
die Mischung angepasst. Die Summe an Wasser und Mehl betrug 723 g. Nach der 
Herstellung der Mehlmischungen wurden die Zutaten gemischt und die Kekse 
ausgestochen. Das Backen erfolgte bei Ober- und Unterhitze bei 180 °C für 10 min. 
 
Nach dem Mischen von Durumgrieß und Lupinenmehl erfolgte die Herstellung der 
Nudeln. Auch in diesem Fall wurde die unterschiedliche Feuchtigkeit berücksichtigt, 
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die Summe an Wasser, Mehl und Grieß betrug 1042,4 g. Die Nudeln wurden über 
Nacht bei 50 °C getrocknet. 
 
Zur Herstellung der Laibchen wurden 120 g Vollkornreis; 20 g Zwiebel; 20 g 
Karotten; 15 g Sellerie; 15 g Lauch; 4 g Salz; 3 g Petersilie; 2 g Suppenwürze; 0,4 g 
Pfeffer und Reis- und Lupinenmehl verwendet. Die Summe an Reis- bzw. 
Lupinenmehl betrug 65 g und die Mehlmischungen wurden wie oben beschrieben 
vorbereitet. Im ersten Schritt wurde aus den Zutaten eine Brühe gekocht. Das 
Gemüse wurde in Öl bei 130 °C vier Minuten erhitzt und der Reis gekocht. Danach 
wurde das Gemüse mit dem Mehl gemischt und der Reis zugefügt. Nach dem 
Ausstechen der Bratlingsformen wurden diese für 22 Minuten bei 150 °C gebraten. 
 
Für das Brot wurden 18 g Hefe; 15 g Salz; 18,6 g Zucker; 0,05 g Ascorbinsäure und 
986 g Lupinen- bzw. Weizenmehl und Wasser verwendet. Die Mehlmischungen 
wurden wie oben beschrieben hergestellt. Im Vorfeld musste eine Zucker-Salz-
Ascorbinsäure-Lösung und eine Zuckerlösung hergestellt werden. Die Zuckerlösung 
diente zur Aktivierung der Hefe. Diese Lösungen wurden miteinander gemischt und 
das Mehl wurde zugefügt. Der Teig wurde zweimal fermentiert (das erste Mal für 30 
min und das zweite Mal für 50 min, jeweils bei einer Temperatur von 30 °C). Das Brot 
wurde in einem auf 230 °C vorgeheizten Backofen bei 180 °C gebacken.  
 
Proben wurden jeweils vom rohen Teig und von den fertig gebackenen bzw. 
gebratenen Produkten gezogen. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte wie in Kapitel 
5.1.4. beschrieben. Jedes Lebensmittel wurde zweimal extrahiert. Da die homogene 
Verteilung des Lupinenmehls bei den Laibchen durch die komplexe Matrix nicht 
sicher gewährleistet werden konnte, wurden zwei Chargen hergestellt. Die gesamte 
erste Charge wurde ungebraten zerkleinert und im Mixer homogenisiert. Die zweite 
wurde gebraten und auch bei dieser Charge wurde die gesamte Probe zerkleinert 
und gemahlen. Danach wurden 10 g eingewogen und nach Protokoll vorgegangen. 
Beobachtet wurde außerdem, dass sich nach Auftauen der Extrakte der Laibchen ein 
Niederschlag gebildet hatte. Um diesen zu Entfernen, wurden die Extrakte vor 
Verwendung nochmals bei 10000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert.  
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Die Durchführung der Assays ist in Kapitel 5.4. beschrieben. Es wurden 14 
Standards im Bereich von 0,001-1000 µg Lupineprotein/ml PBS hergestellt. Die 
Extrakte aus den Proben mit der Konzentration von 0-100 µg Lupinenmehl/g Teig 
wurden 1:10 verdünnt. Von den höher konzentrierten Proben wurden mehrere 
Verdünnungen des Extrakts hergestellt. Extrakte aus den Teigen mussten stärker 
verdünnt werden als Extrakte aus den gebratenen bzw. gebackenen Produkten. 
Jeder Extrakt wurde dreimal analysiert. 
 
Zur Ermittlung der Gesamtproteinkonzentration der Extrakte wurde ein Bradford-
Assay gemacht. Es wurden sowohl die Extrakte aus den verarbeiteten als auch die 
der rohen Lebensmittel analysiert. Die Assays wurden wie in Kapitel 5.1.3. 
beschrieben durchgeführt. Als Standard wurde BSA in PBS verwendet.  
 
5.9. Analyse von kommerziell erhältlichen Produkten 
Es wurden 36 kommerziell erhältliche Produkte auf Lupine getestet. Die Produkte 
waren vegetarische Gerichte wie Schnitzel und Gyros, außerdem glutenfreie 
Produkte wie Brot, Kekse und Süßwaren. 27 Produkte enthielten laut Deklaration 
Lupine, ein Produkt war mit „lupinefrei“ deklariert und die restlichen acht Produkte 
wurden mit „Kann Spuren von Lupine enthalten“ gekennzeichnet. Die Proben wurden 
nach dem Zermahlen nach dem in Kapitel 5.1.4. beschriebenen Protokoll 
aufgearbeitet und danach mittels IgG-ELISA bzw. IgY-ELISA (siehe Kapitel 5.4.) 
analysiert. Es wurden 13 Standards im Bereich von 0,001-1000 µg Lupineprotein/ml 
hergestellt und die Probenextrakte wurden 1:10 verdünnt. Von jeder Verdünnung 
wurde eine Dreifachbestimmung gemacht. Jedes Produkt wurde einmal analysiert. 
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5.10. Chemikalien 
Ammoniumsulfat, Sigma 
Bovines Serumalbumin (BSA), Sigma 
Brilliant Blue G, Sigma 
Casein, Sigma 
Dimethylsulfoxid, Sigma 
Essigsäure, Fluka 
Ethanol, VWR 
Glycin, Sigma 
Humanes Immunglobulin (g-Globulin), Sigma 
HCl rauchend, 37%, Merck 
H2O2, Merck 
H2SO4, Merck 
Kaliumdihydrogencitrat, Fluka 
Methanol, VWR 
NaCl, Sigma 
NaH2PO42 H2O, Merck 
Na2HPO42 H2O, Merck 
Na2CO3, Sigma 
NaHCO3, Sigma 
NaOH Plätzchen, Merck 
Natrium-Acetat3 H2O, Fluka 
NaN3, Merck 
Octansäure, Merck 
Phosphorsäure, Merck 
Sorbinsäure, Sigma 
Tetramethylbenzidin, Sigma 
Trizma base, Sigma 
Tween 20, Sigma 
 
  Experimentelles 
 116 
5.11. Verwendete Geräte 
Analysenwaage: Sartorius TE2144S, ISO 9001 
Pipetten:  Eppendorf 5000, Eppendorf 100-1000 µl; Bio-Rad 0,5-10 µl; 
Gilson P200; Brand Transferpette-8 20-200 µl 
Vortex:   Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, VF2 
   VWR VV 3 
Zentrifugen:   Sigma 4 K 10 mit Rotor 11140; Eppendorf Centrifuge 5452 
pH-Meter:   Metrohm 691 
Trockenschrank:  Memmert Modell 500 
Ultraschallbad:  Bandelin SONOREX SUPER RK 103H 
Photometer:   Genesys 10 UV, Thermo Spectronic 
Ultraturrax:  T25, Janke & Kunke, IKA-Labortechnik 
Küchenmaschine: Philips HR7621, 500 W 
Mixer:   Kenwood CH700, 220-240 V 
ImmunoWash: Bio-Rad, Modell 1575 
Microplate Reader: Bio-Rad, Modell 680 XR 
Schüttler:   MTS4, IKA-Labortechnik 
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6. Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden zwei indirekte kompetitive ELISAs (IgG-
ELISA und IgY-ELISA) zur Detektion von Lupine in Lebensmitteln entwickelt, 
optimiert und validiert.  
 
Die Entwicklung der ELISAs umfasste das Optimieren der Schritte des Coatings, des 
Blockens und der Ermittlung der Konzentrationen und Inkubationszeiten sowohl des 
primären als auch des sekundären Antikörpers. Die Kriterien bei der Optimierung 
waren, einen möglichst hohen Signalunterschied zwischen höchster und niedrigster 
Antigen-Konzentration und einen hohen OD-Wert am Wendepunkt der 
Kalibrierfunktion zu erzielen. Das Antigen, welches für das Coating bzw. für die 
Erstellung der Standardreihe genutzt wurde, wurde aus Lupinenmehl der Spezies 
Lupinus albus extrahiert. Der IgG-ELISA wurde mit einem Antiserum, das durch 
Immunisierung eines Kaninchens gewonnen wurde, durchgeführt. Die optimale 
Konzentration des Coating-Antigens betrug 1,5 µg/ml und die Platte wurde bei 4 °C 
über Nacht inkubiert. Der Blockschritt erfolgte mit 2% (w/v) Casein in PBS und wurde 
auf 15 min festgelegt. Ein Blocken bei Raumtemperatur erwies sich als optimal. Der 
primäre Antikörper (IgG) wurde 1:30000 verdünnt. Durch Variieren der 
Inkubationszeiten konnte eine optimale Inkubationsdauer von 60 min sowohl für den 
primären als auch den sekundären Antikörper ermittelt werden. Die Konzentration 
des sekundären Antikörpers (Anti-IgG*) erwies sich bei einer Verdünnung von 
1:100000 als optimal. Der IgY-ELISA wurde mit polyklonalen Antikörpern, die durch 
Immunisieren einer Henne gewonnen wurden, durchgeführt. Durch Optimieren des 
Coatingschritts konnte eine Konzentration von 2 µg/ml und eine Temperatur von 4 °C 
als optimal festgelegt werden. Das Blocken wurde bei Raumtemperatur für 60 min 
durchgeführt. Durch Variieren der Konzentration des primären Antikörpers (IgY) 
wurde eine Verdünnung von 1:10000 als optimal ermittelt. Die optimalen 
Inkubationszeiten des primären und des sekundären Antikörpers betrugen 60 min. 
Der sekundäre Antikörper (Anti-IgY*) wurde auch bei diesem ELISA 1:100000 
verdünnt. 
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Durch die Durchführung von Kreuzreaktivitätstests auf 31 verschiedene Lebensmittel 
konnte gezeigt werden, dass die Antikörper beider ELISAs eine geringe 
Kreuzreaktivität zur Pekannuss besitzen. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass 
eine Anwendbarkeit beider ELISAs auf verschiedene Lupinespezies und -sorten 
gegeben ist. Getestet wurden neun Sorten der blauen Lupine und die gelbe Lupine. 
Die Kreuzreaktivität für die blauen Lupinesorten liegt bei beiden ELISAs im Bereich 
von 50-100%. Zur gelben Lupine zeigten beide Antikörper die geringste 
Kreuzreaktivität.  
 
Zur Ermittlung des Einflusses von Lebensmittelmatrizes wurden sechs Lebensmittel 
getestet (Brot, Nudeln, Grünkernlaibchen, Zwieback, Tofu und Vollkornkekse). Die 
Nachweisgrenze wurde aus dem Mittelwert der LODs in den einzelnen Matrizes 
berechnet und betrug beim IgG-ELISAs 0,31 µg Lupineprotein/ml bzw. 16 µg 
Lupineprotein/g Lebensmittel. Der IgY-ELISA hatte eine Nachweisgrenze von 0,37 
µg Lupineprotein/ml bzw. 18 µg Lupineprotein/g Lebensmittel. Zur Reduktion von 
Matrixeffekten mussten die Probenextrakte 1:10 verdünnt werden. 
 
Die Wiederfindung beider ELISAs wurde in gespikten Lebensmitteln sowie in 
Modelllebensmitteln (Kekse, Nudel, Laibchen und Brot) bestimmt. Mit Hilfe der 
Modelllebensmittel konnte die Wiederfindung in rohen und verarbeiteten Produkten 
verglichen werden. Es wurde festgestellt, dass sowohl die Lebensmittelmatrix als 
auch die Art der Verarbeitung einen Einfluss auf die Proteinkonzentration im Extrakt 
hatten. Beispielsweise war die Wiederfindung von Lupinenmehl in der rohen 
Laibchenmasse und im Brothefeteig niedriger (zwischen 60 und 80%) als im Keks- 
und Nudelteig (zwischen 80 und 100%). Außerdem war die Wiederfindung von 
Lupine in den verarbeiteten Produkten (mit Ausnahme der Nudeln) geringer als in 
rohen Proben. In den Keksen lag sie zwischen 30 und 70% und in den Nudeln 
zwischen 80 und 130%. In den Laibchen betrug die Wiederfindung in etwa 30% und 
im Brot zirka 10%. Durch die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration mittels 
Bradford-Assay konnte gezeigt werden, dass die niedrige Wiederfindung auf eine 
schlechtere Extrahierbarkeit der Proteine aus verarbeiteten Lebensmitteln 
zurückzuführen ist.  
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Am Ende der Diplomarbeit wurden 36 kommerziell erhältliche Lebensmittel 
analysiert. Die Nachweisgrenzen der beiden ELISAs reichten nicht aus, um in allen 
Lebensmitteln, die laut Deklaration Lupine enthielten, Lupine nachweisen zu können. 
In zwei Proben mit der Deklaration „Kann Spuren von Lupine enthalten“ konnte 
Lupine quantifiziert werden.  
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7. Anhang 
7.1. Abkürzungsverzeichnis 
AG  Antigen 
AK  Antikörper  
Anti-IgG* Anti-IgG-Antikörper, markiert 
Anti-IgY* Anti-IgY-Antikörper, markiert 
B0  OD-Wert bei der niedrigsten Antigen-Konzentration 
BSA  Rinderserumalbumin (Bovines Serumalbumin) 
c  Konzentration 
C  Celsius 
Ct  Threshold cycle 
Da  Dalton 
DBPCFC Double-blind placebo-controlled food challenge 
ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 
H2Odd  Bidestilliertes Wasser 
HRP  Horseradish peroxidase 
IgE  Immunglobulin E 
IgG  Immunglobulin G 
IgY  Immunglobulin Y 
kDa  Kilodalton 
LFA  Lateral-flow assay 
LOD  Limit of detection 
LOQ  Limit of quantification 
NSB  Non specific binding 
OAS  Orales Allergiesyndrom 
OD  Optische Dichte 
PBS  Phosphate buffered saline 
PCR  Polymerase chain reaction 
rpm  Revolutions per minute 
RT  Raumtemperatur 
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
SPT Skin prick test 
  Anhang 
 121 
7.2. Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: Einteilung der Lebensmittelunverträglichkeiten [basierend auf Asero et 
al., 2007] .............................................................................................................. 2 
Abbildung 2: Entstehung einer Allergie [Janeway & Travers, 1995] ........................... 3 
Abbildung 3: Prinzip eines Lateral-flow assays [Schubert-Ullrich et al., 2009].......... 21 
Abbildung 4: Aufbau eines Immunglobulin G [basierend auf Raem & Rauch, 2007] 26 
Abbildung 5: Einteilung der Immunglobulinklassen [Janeway & Travers, 1995] ....... 28 
Abbildung 6: Unterscheidung der direkten (oben)/indirekten (unten) Methode anhand 
eines Sandwich-ELISAs [Schubert-Ullrich et al., 2009] ..................................... 33 
Abbildung 7: Darstellung der Durchführung eines indirekten kompetitiven ELISAs .. 34 
Abbildung 8: Einfluss der Konzentration des Coating-Antigens (AG) auf die 
Kalibrierfunktion I ............................................................................................... 40 
Abbildung 9: Einfluss der Konzentration des Coating-Antigens auf die 
Kalibrierfunktion II .............................................................................................. 41 
Abbildung 10: Einfluss der Coating-Temperatur auf die Kalibrierfunktion ................. 43 
Abbildung 11: Einfluss der Blockzeit und -temperatur auf die Kalibrierfunktion ........ 45 
Abbildung 12: Einfluss der Konzentration des primären Antikörpers auf die 
Kalibrierfunktion I ............................................................................................... 46 
Abbildung 13: Einfluss der Konzentration des primären Antikörpers auf die 
Kalibrierfunktion II .............................................................................................. 47 
Abbildung 14: Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers (Anti-IgG*) 
auf die Kalibrierfunktion ..................................................................................... 48 
Abbildung 15: Einfluss der Konzentration des Coating-Antigens (AG) auf die 
Kalibrierfunktion ................................................................................................. 49 
Abbildung 16: Einfluss der Coating-Temperatur auf die Kalibrierfunktion I ............... 50 
Abbildung 17: Einfluss der Coating-Temperatur auf die Kalibrierfunktion II .............. 51 
Abbildung 18: Einfluss der Blocktemperatur auf die Kalibrierfunktion ....................... 53 
Abbildung 19: Einfluss der Inkubationszeit des primären Antikörpers (IgY) auf die 
Kalibrierfunktion ................................................................................................. 54 
Abbildung 20: Einfluss der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers (Anti-IgY*) 
auf die Kalibrierfunktion ..................................................................................... 55 
Abbildung 21: Intraday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgG-ELISAs. Die 
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar (n=3; R²=0,9997) ................ 56 
  Anhang 
 122 
Abbildung 22: Intraday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgY-ELISAs. Die 
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar (n=3; R²=0,9998) ................ 57 
Abbildung 23: Intraday-Reproduzierbarkeit des IgG-  und des IgY-ELISAs ............. 58 
Abbildung 24: Interday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgG-ELISAs ................. 58 
Abbildung 25: Interday-Reproduzierbarkeit des optimierten IgY-ELISAs ................. 59 
Abbildung 26: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf Weizen, 
Roggen und Hafer ............................................................................................. 61 
Abbildung 27: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf Erbse, 
Pistazie und Zuckererbse .................................................................................. 61 
Abbildung 28: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf Mais, 
Pekannuss und Zuckererbse ............................................................................. 62 
Abbildung 29: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf Erdnuss, Mais 
und Pekannuss .................................................................................................. 62 
Abbildung 30: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf die 
Lupinesorten: Sana, Haags Blaue und Bora ..................................................... 64 
Abbildung 31: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgG-ELISAs auf die gelbe 
Lupine ................................................................................................................ 64 
Abbildung 32: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf die 
Lupinesorten Haags Blaue, Bora und Vitabor ................................................... 65 
Abbildung 33: Ergebnis des Kreuzreaktivitätstests des IgY-ELISAs auf die 
Lupinesorten Boruta und Boregine und die gelbe Lupine .................................. 65 
Abbildung 34: Einfluss der Lebensmittelmatrix Brot auf die Kalibrierfunktion des IgG-
ELISAs .............................................................................................................. 69 
Abbildung 35: Einfluss der Lebensmittelmatrix Nudel auf die Kalibrierfunktion des 
IgG-ELISAs ....................................................................................................... 70 
Abbildung 36: Einfluss der Lebensmittelmatrix Zwieback auf die Kalibrierfunktion des 
IgG-ELISAs ....................................................................................................... 70 
Abbildung 37: Einfluss der Lebensmittelmatrix Grünkernlaibchen auf die 
Kalibrierfunktion des IgG-ELISAs ...................................................................... 71 
Abbildung 38: Einfluss der Lebensmittelmatrix Vollkornkeks auf die Kalibrierfunktion 
des IgG-ELISAs ................................................................................................. 71 
Abbildung 39: Einfluss der Lebensmittelmatrix Tofu auf die Kalibrierfunktion des IgG-
ELISAs .............................................................................................................. 72 
  Anhang 
 123 
Abbildung 40: Einfluss der Lebensmittelmatrix Brot auf die Kalibrierfunktion des IgY-
ELISAs .............................................................................................................. 74 
Abbildung 41: Einfluss der Lebensmittelmatrix Nudel auf die Kalibrierfunktion des 
IgY-ELISAs ........................................................................................................ 74 
Abbildung 42: Einfluss der Lebensmittelmatrix Zwieback auf die Kalibrierfunktion des 
IgY-ELISAs ........................................................................................................ 75 
Abbildung 43: Einfluss der Lebensmittelmatrix Grünkernlaibchen auf die 
Kalibrierfunktion des IgY- .................................................................................. 75 
Abbildung 44: Einfluss der Lebensmittelmatrix Tofu auf die Kalibrierfunktion des IgY-
ELISAs .............................................................................................................. 76 
Abbildung 45: Einfluss der Lebensmittelmatrix Vollkornkeks auf die Kalibrierfunktion 
des IgY-ELISAs ................................................................................................. 76 
Abbildung 46: Gesamtproteinkonzentration [µg/ml] der Extrakte aus rohen und 
verarbeiteten Modelllebensmitteln I ................................................................... 89 
Abbildung 47: Gesamtproteinkonzentration [µg/ml] der Extrakte aus rohen und 
verarbeiteten Modelllebensmitteln II .................................................................. 89 
 
7.3. Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Symptome einer Lebensmittelallergie [EFSA, 2004] .................................. 4 
Tabelle 2: Verfahren zur Reinigung polyklonaler Antikörper nach [Aigner & Neumann, 
1997] ................................................................................................................. 31 
Tabelle 3: Optimierte Parameter des IgG- und des IgY-ELISAs ............................... 55 
Tabelle 4: Proteinkonzentrationen der Extrakte der auf Kreuzreaktivität getesteten 
Lebensmittel ...................................................................................................... 60 
Tabelle 5: Auflistung der Lupinesorten und der Proteinkonzentrationen der Extrakte
 .......................................................................................................................... 63 
Tabelle 6: Auflistung der Lupinesorten und der entsprechenden Kreuzreaktivität .... 66 
Tabelle 7: Proteinkonzentration der Nudelextrakte ................................................... 67 
Tabelle 8: Proteinkonzentration der Crackerextrakte ................................................ 67 
Tabelle 9: Lupineprotein-Konzentration der Nudelextrakte ....................................... 68 
Tabelle 10: Lupineprotein-Konzentration der Crackerextrakte ................................. 68 
Tabelle 11: Lupineprotein-Konzentration der Extrakte aus vegetarischem Schnitzel 68 
  Anhang 
 124 
Tabelle 12: Nachweis- und Bestimmungsgrenze des IgG-ELISAs in verschiedenen 
Lebensmittelmatrizes ......................................................................................... 73 
Tabelle 13: Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze des IgG-ELISAs ................. 73 
Tabelle 14: Nachweis- und Bestimmungsgrenze in verschiedenen 
Lebensmittelmatrizes ......................................................................................... 77 
Tabelle 15: Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze des IgY-ELISAs .................. 77 
Tabelle 16: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Lebensmittelmatrizes Zwieback, 
Grünkernlaibchen, Brot und Nudel mit dem IgG-ELISA..................................... 78 
Tabelle 17: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Lebensmittelmatrizes Zwieback, 
Grünkernlaibchen, Brot und Nudel mit dem IgY-ELISA ..................................... 79 
Tabelle 18: Wiederfindung von Lupinenmehl im Keksteig ........................................ 80 
Tabelle 19: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Keksen .................................... 80 
Tabelle 20: Wiederfindung von Lupinenmehl im Nudelteig ....................................... 81 
Tabelle 21: Wiederfindung von Lupinenmehl in Nudeln ........................................... 81 
Tabelle 22: Wiederfindung von Lupinenmehl in der rohen Laibchenmasse ............. 82 
Tabelle 23: Wiederfindung von Lupinenmehl in den gebratenen Laibchen .............. 82 
Tabelle 24: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brotteig ......................................... 83 
Tabelle 25: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brot ............................................... 83 
Tabelle 26: Wiederfindung von Lupinenmehl im Keksteig ........................................ 84 
Tabelle 27: Wiederfindung von Lupinenmehl in den Keksen .................................... 84 
Tabelle 28: Wiederfindung von Lupinenmehl im Nudelteig ....................................... 85 
Tabelle 29: Wiederfindung von Lupinenmehl in Nudeln ........................................... 85 
Tabelle 30: Wiederfindung von Lupinenmehl in der rohen Laibchenmasse ............. 86 
Tabelle 31: Wiederfindung von Lupinenmehl in den gebratenen Laibchen .............. 86 
Tabelle 32: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brotteig ......................................... 87 
Tabelle 33: Wiederfindung von Lupinenmehl im Brot ............................................... 87 
Tabelle 34: Analyse kommerziell erhältlicher Produkte ............................................ 92 
Tabelle 35: Beispiel einer ELISA-Plattenbelegung ................................................. 109 
 
  Literaturverzeichnis 
 125 
8. Literaturverzeichnis 
Agne, P. S. E.; Bidat, E.; Rance, F.; Paty, E. (2004): Sesame seed allergy in children; 
Eur. Ann. Allergy Clin. Immunol.; Volume 36: 300-305 
 
Aigner, A.; Neumann, S. (1997): Immunchemie: Grundlagen, Anwendungen, 
Perspektiven; Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, Jena, Lübeck, Ulm; 1. Auflage: 1-10, 
14-55, 72-74, 86-89 
 
Alvarez-Alvarez, J.; Guillamon, E.; Crespo, J. F.; Cuadrado, C.; Burbano, C.; 
Rodriguez, J.; Fernandez, C.; Muzquiz, M. (2005): Effects of extrusion, boiling, 
autoclaving, and microwave heating on lupine allergenicity; J. Agric. Food Chem.; 
Volume 53: 1294-1298 
 
Asero, R.; Ballmer-Weber, B. K.; Beyer, K.; Conti, A.; Dubakiene, R.; Fernandez-
Rivas, M.; Hoffmann-Sommergruber, K.; Lidholm, J.; Mustakov, T.; Oude Elberink, J. 
N. G.; Pumphrey, R. S. H.; Skov, P. S.; van Ree, R.; Vlieg-Boerstra, B. J.; Hiller, R.; 
Hourihane, J. O.; Kowalski, M.; Papadopoulos, N. G.; Wal, J. M.; Mills, E. N. C.; 
Vieths, S. (2007): IgE-mediated food allergy diagnosis: current status and new 
perspectives; Mol. Nutr. Food Res.; Volume 51: 135-147 
 
Bernhisel-Broadbenet, J.; Sampson, H. A. (1989): Cross-allergenicity in the legume 
botanical family in children with food hypersensitivity; J. Allergy Clin. Immunol.; 
Volume 83: 435-440 
 
Beyer, K.; Morrow, E.; Li, X.-M.; Bardina, L.; Bannon, G. A.; Burks, A. W.; Sampson, 
H. A. (2001): Effects of cooking methods on peanut allergenicity; J. Allergy Clin. 
Immunol.; Volume 107: 1077-1081 
 
BfR, Bundesinstitut für Risikobewertung: Gesundheitliche Bewertung Nr. 006/2006 
des BfR vom 01.08.2005 - Allergie durch Lupineeiweiß in Lebensmitteln 2005; 1-12 
 
Bredehorst, R.; David, K. (2001): What establishes a protein as an allergen?; J. 
Chromatogr. B; Volume 756: 33-40 
  Literaturverzeichnis 
 126 
Burks, W.; Ballmer-Weber, B. K. (2006): Food allergy; Mol. Nutr. Food Res.; Volume 
50: 595-603 
 
Cianferoni, A.; Spergel, J. M. (2009): Food allergy: Review, classification and 
diagnosis; Allergology International; Volume 58: 457-466 
 
Crevel, R. W. R.; Ballmer-Weber, B. K.; Holzhauser, T.; Hourihane, J. O. B.; Knulst, 
A. C.; Mackie, A. R.; Timmermans, F.; Taylor, S. L. (2008): Thresholds for allergens 
and their value to different stakeholders; Allergy; Volume 63: 597-609 
 
Crespo, J. F., Rodriguez, J.; Vives, R., James, J. M.; Reano, M.; Daroca, P.; 
Burbano, C.; Muzquiz, M. (2001): Occupational IgE-mediated allergy after exposure 
to lupine seed flour; J. Allergy Clin. Immunol.; Volume: 108: 295-297 
 
Davies, C.: Introduction to immunoassay principles, in: Wild, D. (Herausgeber) 
(2005): The immunoassay handbook; Elsevier Ltd.; 3. Auflage: 1-14 
 
Demmel, A.; Hupfer, C.; Hampe, E. I.; Busch, U.; Engel, K.-H. (2008): Development 
of a real-time PCR for the detection of lupine DNA (Lupinus species) in foods; J. 
Agric. Food Chem.; Volume 56: 4328-4332 
 
EFSA. Opinion of the scientific panel on dietetic products, nutrition and allergies on a 
request from the commission relating to the evaluation of allergenic foods for 
labelling purposes (Request Nr. EFSA-Q-2003-016); 2004; 32: 1-197 
 
EFSA. Opinion of the scientific panel on dietetic products, nutrition and allergies on a 
request from the commission relating to the evaluation of lupin for labelling purposes 
(Request Nr. EFSA-Q-2005-086); 2005; 302: 1-11 
 
Fleischer, D. M.; Conover-Walker, M. K.; Matsui, E.C.; Wood, R. A. (2005): The 
natural history of tree nut allergy; J. Allergy Clin. Immunol.; Volume 116 (5): 1087-
1093 
 
  Literaturverzeichnis 
 127 
Grimshaw, K. E. C.; King, R. M.; Nordlee, J. A.; Hefle, S. L.; Warner, J. O.; 
Hourihane, J. O’. B. (2003): Presentation of allergen in different food preparations 
affects the nature of the allergic reaction – a case series; Clin. Exp. Allergy; Volume 
33: 1581-1585 
 
Guarneri, F.; Guarneri, C.; Benvenga, S. (2005): Identification of potentially cross-
reactive peanut-lupine proteins by computer-assisted search for amino acid 
sequence homology; Int. Arch. Allergy Immunol.; Volume 138: 273-277 
 
Holden, L.; Faeste, C. K.; Egaas, E. (2005): Quantitative sandwich ELISA for the 
determination of lupine (Lupinus spp.) in food; J. Agric. Food Chem.; Volume 53: 
5866-5871 
 
Holden, L.; Haugland Moen, L.; Sletten, G. B. G.; Dooper, M. M. B. W. (2007): Novel 
polyclonal-monoclonal-based ELISA utilized to examine lupine (Lupinus species) 
content in food products, J. Agric. Food Chem.; Volume 55: 2536-2542 
 
Holden, L.; Sletten, G. B. G.; Lindvik, H.; Faeste, C. K.; Dooper, M. M. B. W. (2008): 
Characterization of IgE binding to lupin, peanut and almond with sera from lupin-
allergic patients; Int. Arch. Allergy Immunol.; Volume 148: 267-276 
 
Host, A.; Halken, S.; Jacobsen, H. P.; Christensen, A. E.; Herskind, A. M.; Plesner, 
K. (2002): Clinical course of cow’s milk protein allergy/intolerance and atopic 
diseases in childhood; Pediatr. Allergy Immunol.; Volume 13 (15): 23-28 
 
Janeway, C. A.; Travers, P. (1995): Immunologie; Spektrum Akademischer Verlag 
GmbH, Heidelberg, Berlin, Oxford; 1. Auflage: 115-129, 142-146, 489-492 
 
Jappe, U.; Vieths, S. (2010): Lupine, a source of new as well as hidden food 
allergens; Mol. Nutr. Food Res.; Volume 54: 113-126 
 
Kaw, C. H.; Hefle, S. L.; Taylor, S. L. (2008): Sandwich enzyme-linked immunsorbent 
assay (ELISA) for the detection of lupine residues in foods; J. Food Sci.; Volume 73 
(8): 135-140 
  Literaturverzeichnis 
 128 
Kirsch, S.; Fourdrilis, S.; Dobson, R.; Scippo, M.-L.; Maghuin-Rogister, G.; De Pauw, 
E. (2009): Quantitative methods for food allergens: a review; Anal. Bioanal. Chem.; 
Volume 395: 57-67 
 
Kricka, L. J.; Wild, D.: Signal generation and detection systems (excluding 
homogeneous assays), in: Wild, D. (Herausgeber) (2005): The immunoassay 
handbook; Elsevier Ltd.; 3. Auflage: 192-205 
 
Krska, R.; Welzig, W.; Baumgartner, S. (2004): Immunoanalytical detection of 
allergenic proteins in food; Anal. Bioanal. Chem.; Volume 378: 63-65 
 
Lottspeich, F.; Engels, J. W. (2006): Bioanalytik, Elsevier GmbH, München; 2. 
Auflage: 40-43 
 
Luttmann, W.; Bratke, K.; Küpper, M.; Myrtek; D. (2004): Der Experimentator: 
Immunologie; Elsevier GmbH, München; 1. Auflage: 1-7, 15-21 
 
Maleki, S. J.; Chung, S.-Y.; Champagne, E. T.; Raufman, J.-P. (2000): The effects of 
roasting on the allergenic properties of peanut proteins; Allergy Clin. Immunol.; 
Volume 106: 763-768 
 
Mills, E. N. C; Sancho, A. I.; Rigby, N. M.; Jenkins, J. A.; Mackie, A. R. (2009): 
Impact of food processing on the structural and allergenic properties of food 
allergens; Mol. Nutr. Food Res.; Volume 53: 963-969 
 
Monaci, L.; Visconti, A. (2010): Immunchemical and DNA-based methods in food 
allergen analysis and quality assurance perspectives; Trends Food Sci. Technol.: 1-
12 
 
Moneret-Vaturin, D. A.; Guerin, L.; Kanny, G.; Flabbee, J.; Fremont, S.; Morisset, M. 
(1999): Cross-allergenicity of peanut and lupine: The risk of lupine allergy patients 
allergic to peanuts; J. Allergy Clin. Immunol.; Volume 104 (4): 883-888 
 
  Literaturverzeichnis 
 129 
Mülhardt, C. (2006): Der Experimentator: Molekularbiologie/ Genomics; Elsevier 
GmbH, München; 5. Auflage: 105-110 
  
Ortolani, C.; Pastorello, E. A. (2006): Food allergies and food intolerances; Best 
Practice & Research Clinical Gastroenterology; Volume 20 (3): 467-483 
 
Peeters, K. A. B. M.; Koppelmanm, S. J.; Penninks, A. H.; Lebens, A.; Bruijnzeel-
Koomen, C. A. F. M.; Hefle, S. L.; Taylor, S. L.; van Hoffen, E.; Knulst, A. C. (2009): 
Clinical relevance of sensitization to lupine in peanut-sensitized adults; Allergy; 
Volume 64: 549-555 
 
Poms, R. E.; Klein, C. L.; Anklam, E. (2004): Methods for allergen analysis in food: a 
review, Food Addit. Contam.; Volume 21 (1): 1-31 
 
Raem, A. M.; Rauch, P. (2007): Immunoassays; Elsevier GmbH, München; 1. 
Auflage: 8-9, 24-27, 57-69 
 
Richtlinie 2007/68/EG vom 27.11.2007 zur Änderung von Anhang III a der Richtlinie 
2000/13/EG hinsichtlich bestimmter Lebensmittelzutaten; Amtsblatt der 
Europäischen Union 
 
Rudy, W.; Dreusch, A. B. (2009): Problematik, Nachweis und neue Möglichkeiten für 
die Analyse versteckter Lebensmittelallergene; L. Verbr. Lebensm.; Volume 4 (Suppl 
2): 13-18 
 
Sathe, S. K.; Sharma, G. M. (2009): Effects of food processing on food allergens; 
Mol. Nutr. Food Res.; Volume 53: 970-978 
 
Scarafoni, A.; Ronchi, A.; Duranti, M. (2009): A real-time PCR method for the 
detection and quantification of lupin flour in wheat flour-based matrices; Food Chem.; 
Volume 115: 1088-1093 
 
  Literaturverzeichnis 
 130 
Schade, R.; Behn, I.; Erhard, M.; Hlinak, A.; Staak, C. (2001): Chicken egg yolk 
antibodies, production and application; Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New 
York; 1. Auflage: 1-5 
 
Schöringhumer, K.; Redl, G., Cichna-Markl, M. (2009): Development and validation 
of a duplex real-time PCR method to simultaneously detect potentially allergenic 
sesame and hazelnut in food; J. Agric. Food Chem.; Volume 57: 2126-2134 
 
Schubert-Ullrich, P.; Rudolf, J.; Ansari, P.; Galler, B.; Führer, M.; Molinelli; A.; 
Baumgartner, S. (2009): Commercialized rapid immunoanalytical tests for 
determination of allergenic food proteins: an overview; Anal. Bioanal. Chem.; Volume 
395: 69-81 
 
Schwedt, G. (2008): Analytische Chemie: Grundlagen, Methoden und Praxis; Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA; 2. Auflage: 275-278 
 
Sirtori, E.; Resta, D.; Brambilla, F.; Zacherl, C.; Arnoldi, A. (2010): The effects of 
various processing conditions on a protein isolate from Lupinus angustifolius; Food 
Chem.; Volume 120: 496-504 
 
Skolnick, H.S.; Conover-Walker, M. K.; Koerner, C. B.; Sampson, H. A.; Burks, W.; 
Wood, R. A. (2001): The natural history of peanut allergy; J. Allergy Clin. Immunol.; 
Volume 107 (2): 367-374 
 
Smith, W. B.; Gilis, D.; Kette, F. E. (2004): Lupin: a new hidden food allergen; MJA; 
Volume 181 (4): 219-220 
 
Steinmüller, R. (2009): Herausforderung Lebensmittelallergen-Analytik, 
Spurenanalytik – Nachweis versteckter Allergene, Zusammenfassung (Teil 4); 
Hygiene Report 1: 8-10 
 
Taylor, S. L.; Crevel, R. W. R.; Sheffield, D.; Kabourek, J.; Baumert, J. (2009a): 
Threshold dose for peanut: risk characterization based upon published results from 
  Literaturverzeichnis 
 131 
challenges of peanut-allergic individuals; Food Chem. Toxicol.; Volume 47: 1189-
1204 
 
Taylor, S. L.; Gendel, S. M.; Houben, G. F.; Julien, E. (2009b): The Key Events 
Dose-Response Framework: a foundation for examining variability in elicitation 
thresholds for food allergens; Crit. Rev. Food Sci. Nutr.; Volume 49: 729-739 
 
Taylor, S. L.; Nordlee, J. A.; Niemann, L. M.; Lambrecht, D. M. (2009c): Allergen 
immunoassays – considerations for use of naturally incurred standards; Anal. 
Bionanal. Chem.; Volume 395: 83-92 
 
Van Hengel, A. J. (2007): Declaration of allergens on the label of food products 
purchased on the European market; Trends Food Sci. Technol.; Volume 18: 96-100 
 
Wal, J.-M. (2003): Thermal processing and allergenicity of foods; Allergy; Volume 58: 
727-729 
   
  
Lebenslauf 
 
Persönliche Daten 
Name   Anna Ertl 
Geburtsdatum 23.03.1984 
Geburtsort  Hallein 
Familienstand ledig, keine Kinder 
Eltern   Karl Ertl 
 
Ausbildung 
Oktober 2004  Beginn des Studiums der Chemie an der Universität Wien 
Juni 2003  Matura 
1998 – 2003   Höhere Bundeslehranstalt für wirtschaftliche Berufe in Spittal an 
der Drau/Kärnten 
1994 – 1998   Hauptschule in Bad Gastein/Salzburg  
1990 – 1994   Volksschule in Bad Gastein/Salzburg  
 
Tätigkeiten 
Oktober 2009-  Tätigkeit als Tutorin am Institut für Analytische Chemie 
Oktober 2010 
Sommer 2009  6 Wochen Praktikum in der Qualitätssicherung der Firma 
Manner/Wolkersdorf 
Sommer 2008  2 Monate Praktikum im Labor der OMV/Lobau 
Sommer 2007  1 Monat Praktikum im Labor der OMV/Lobau 
Sommer 2006  1 Monat Praktikum im Labor der OMV/Lobau 
Winter 2003  Kassiererin bei den Gasteiner Bergbahnen/Bad Gastein 
Sommer 2003  Betreuung der Sonderausstellung „Wasser“ im Bios/Mallnitz 
Sommer 2002  Betreuung der Sonderausstellung im Bios/Mallnitz 
Sommer 2001 3 Monate Pflichtpraktikum im Bayerischen Hof/München 
 
